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- Résumé - 
 
L’accumulation cérébrale progressive de peptides amyloïdes (Aβ) générés à 
partir du clivage du précurseur du peptide amyloïde (APP) par les sécrétases (β et γ) 
est un mécanisme central de la maladie d’Alzheimer. C’est pourquoi, améliorer la 
compréhension de la régulation et de l’homéostasie du métabolisme de l’APP est 
devenu primordial. Partant de ce constat, nous avons supposé qu’une partie de la 
réponse pourrait être apportée par la caractérisation de nouveaux acteurs du 
métabolisme de l’APP. De part leurs rôles cruciaux dans le cerveau (développement, 
plasticité et réparations) et dans le métabolisme de l’APP (α-sécrétases), les ADAMs 
sont des protéines d’intérêt dont certaines fonctions ou rôles restent à déterminer.
 Précédemment, par une approche transcriptomique ciblant la famille des 
ADAMs dans des cerveaux de patients et de contrôles, ADAM30 a été retrouvée 
sous-exprimée dans le cerveau des patients atteints de la pathologie. Dans deux 
modèles cellulaires nous avions constaté que la sous-expression d’ADAM30 
entraînait une augmentation de tous les produits du métabolisme de l’APP comme 
chez les patients. Le résultat opposé a été obtenu lors de la sur-expression 
d’ADAM30 dans ces cellules.        
 Pour tenter de répliquer ces résultats dans un modèle plus proche de la 
physiopathologie humaine, nous avons développé un modèle de souris triples 
transgéniques surexprimant l’APPSweInd et ADAM30 de manière conditionnelle. Dans 
ce modèle nous avons observé et mesuré une diminution des dépôts amyloïdes 
dans le cerveau des souris exprimant ADAM30. Dans un second temps puisqu’il 
avait été montré au laboratoire qu’ADAM30 ne module pas l’activité des sécrétases 
et ne clive pas directement l’APP, nous avons cherché à déterminer les substrats 
d’ADAM30 dans le cadre du métabolisme de l’APP. Par une approche systématique  
nous avons pu déterminer que la Cathepsine D (CTSD) et l’Insuline Receptor 
Substrat 4 (IRS4) sont deux substrats potentiels d’ADAM30. Dans nos modèles 
cellulaires et de souris, nous avons pu constater qu’ADAM30 est capable de cliver et 
d’activer la CTSD. L’activité de la CTSD semble nécessaire pour l’action d’ADAM30 
sur le métabolisme de l’APP. Nous avons pu déterminer que l’action spécifique 
d’ADAM30 pour la CTSD est dépendante de la séquence d’adressage au lysosome 
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située dans l’extrémité C-terminale de l’APP. Comme la CTSD est une protéine 
Lysosomale, ADAM30 pourrait favoriser spécifiquement l’activation de la CTSD 
augmentant ainsi la dégradation de l’APP au sein de la voie endosome/lysosome. Ce 
mécanisme limiterait l’entrée de l’APP dans son métabolisme et donc la production 
de peptides amyloïdes. Afin de mieux comprendre la spécificité d’action d’ADAM30 
pour la CTSD et l’APP, nous avons commencé à travailler sur le rôle potentiel d’IRS4 
et la relation entre la voie de signalisation de l’Insuline et le métabolisme de l’APP. 
 Nos travaux nous ont donc permis de mettre en évidence un nouvel acteur du 
métabolisme de l’APP, ADAM30, intervenant dans la régulation et la dégradation de 
ce dernier et ainsi d’améliorer notre compréhension des mécanismes de régulations 
fins impliqués dans le processus physiopathologique de la maladie d’Alzheimer. 
 
Mots clés 
Maladie d’Alzheimer, métabolisme de l’APP, peptide amyloïde, homéostasie, 
ADAM30, CTSD, IRS4, voie endosome/lysosome, modèles cellulaires, souris triples 
transgéniques 
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- Abstract - 
 
Progressive intra-cerebral accumulation of amyloid peptides (Aβ) formed after 
sequential cleavage of the amyloid peptide precursor (APP) by secretases (β and γ), 
is a central mecanism for Alzheimer’s disease. Therefore, a better understanding of 
APP regulation and homeostasy is now crucial. With this background, we postulate 
that the characterization of new actors in the APP metabolism could provide a more 
subtle understanding of this APP metabolism and trafficking. From their obvious 
implication in brain (development, plasticity and repair) and in APP metabolism (α-
secretases), ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease) are an important protein 
proteins family which still have some undetermined function or role.   
 Previously, a transcriptomic approach targeting ADAMs family bas been done 
at the laboratory on Alzheimer’s patient or control brains and found ADAM30 as 
under-expressed in Alzheimer’s patient brains. On cellular models, we confirmed that 
ADAM30 under-expression was associate with an increase in production/secretion of 
all the APP metabolim byproducts. Opposite results were found with ADAM30 over-
expression.           
 To replicate those results in another model closest to human pathophysiology, 
we have developed a triple transgenic mice model over-expressing  APPSweInd and 
conditionally over-expressing ADAM30. In this model, we have observed and 
measured a decrease in amyloid deposits in mice brains over-expressing ADAM30. 
Secondly, because ADAM30 did not modulate secretase activities and did not cleave 
APP directly, we decided to determine ADAM30 substrats in the APP metabolism 
context. With a systematic approach, we have determined that Cathepsin D (CTSD) 
and Insulin Receptor Substrat 4 (IRS4) are two ADAM30 potential substrats. In our 
cellular models, we have found that ADAM30 is able to cleave and activate CTSD. 
This CTSD activity is required for ADAM30 action on APP metabolism. We have 
determined that ADAM30 specific action for CTSD is dependent on lysosome 
adressing sequence localised in APP C-terminal part. CTSD is a lysosomal protein 
and so ADAM30 would make CTSD specific activation easier. This mecanism would 
be able to increase APP degradation in endosome/lysosome pathway and reduce 
APP entry in its metabolism. To better understand ADAM30 specific action on CTSD 
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and APP, we begin to investigate the potential role of IRS4 and the relation between 
insulin signaling pathway ans APP metabolism.      
 Combined together, those data suggest that ADAM30 is a new APP 
metabolism actor, involved in an early APP regulation and degradation pathway 
dependent on lysosome activation. This study participate in a better understanding of 
the fine mecanism regulations involved in Alzheimer’s disease pathophysiological 
process. 
 
Key words 
Alzheimer’s disease, APP metabolism, amyloid peptide, homeostasy, ADAM30, 
CTSD, IRS4, endosomal/lysosomal pathway, cellular models, triple transgenic mice 
model 
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1. Maladie d’Alzheimer : problème mondial de santé publique 
Le terme de démence (demens ou folie en latin) n’est pas récent et a 
fortement évolué grâce aux  nombreuses études scientifiques et médicales menées à 
travers les siècles. Si par le passé le terme de démence englobait toutes formes 
d’atteintes psychologiques et cérébrales allant de la démence sénile à la 
schizophrénie ou encore la syphilis, on définit de nos jours la démence comme une 
pathologie ou plutôt un ensemble de pathologies neurodégénératives caractérisées 
par une altération progressive et irréversible des fonctions cognitives supérieures.  
D’après le dernier rapport de l’Organisation Mondiale pour la Santé Dementia: 
a public health priority (OMS, rapport du 11 avril 2012 de Genève), la démence sous 
toutes ses formes, toucherait plus de 35,6 millions de personnes de par le monde 
(estimations de 2011) (Fig.1). Ces pathologies, dans leurs formes les plus 
communes, concernent majoritairement les populations vieillissantes, soit 6,4% des 
personnes âgées de plus de 60ans (prévalence standardisée sur l’âge pour l’Europe) 
(Lobo et al. 2000, Reitz et al. 2011). Il est souvent considéré que ces démences sont 
propres aux pays riches (pays développés : Europe, Etats Unis, Canada, Israël, 
Japon, Corée du Sud…) étant donné l’espérance de vie et la part des populations 
âgées dans ces pays (un tiers en 2020), or 58% des personnes atteintes de 
démence vivent dans un pays dont le revenu est considéré comme faible (pays 
émergents : Nigeria, Maroc, Bolivie) ou intermédiaire (nouveaux pays industrialisés : 
Brésil, Chine, Inde, Turquie…). Si chaque année 7,7 millions de nouveaux cas sont 
répertoriés à travers le monde, l’accroissement du niveau de vie et donc de 
l’espérance de vie dans ces pays devrait drastiquement augmenter. La part de ces 
pays dans le nombre de cas mondiaux passerait alors de 58% à 70%. Aussi si les 
prévisions pour les pays riches tablent pour une augmentation d’environ 150% (ex : 
87% pour l’Europe) des cas d’ici 2050, elles passeraient à 350% pour les régions en 
développement (ex : 438% pour l’Afrique du Nord) (projections de l’OMS basées sur 
les estimations de Ferri et al. 2005). Le nombre total des démences devrait donc 
doubler tous les 20ans pour atteindre 65,7 millions de personnes atteintes de 
démences  en 2030 et à 115,4 millions en 2050 (Fig.1) (rapport de 2009 de Londres 
de l’association Alzheimer's Disease International). Pour l’instant environ 900000 
personnes sont concernées en France (Mayeux et al. 2003) mais ce chiffre pourrait 
passer à 2 millions en 2020 soit une personne sur quatre âgée de plus de 65ans 
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(Fig.1). En effet, la population française est dite « vieillissante » : en 2006, la part de 
personnes âgées de plus de 60ans était de 12 millions (16,4% de la population), elle 
atteindra le tiers de la population soit 22 millions en 2050, et l’augmentation est 
encore plus forte chez les plus de 75ans : 8%  en 2006 contre plus de 16% en 2050 
(INSEE, 2004). Ainsi, le nombre absolu de démences suivra cette évolution des 
populations : en 2004 en France, les déments de plus de 80ans représentaient 73% 
des cas contre plus de 84% en 2050 (estimations OMS de 2012 basées sur l’étude 
Paquid de Ramaroson et al. 2003). 
 
 
 
 
 
 
Les démences peuvent être classées en quatre grands groupes, bien qu’il soit 
difficile d’établir un diagnostic clinique clair dans certains cas : la maladie 
d’Alzheimer, la démence vasculaire, la démence à corps de Lewy et la démence 
fronto-temporale. La plupart des démences sont dites « mixtes » : une étude de 
Jellinger et al. de 2006 montre que sur 1000 patients atteins de démence dont 86% 
déterminés comme ayant la maladie d’Alzheimer, seuls 43% d’entre eux présentaient 
une maladie d’Alzheimer dite « pure », 26% une maladie d’Alzheimer avec 
pathologie vasculaire cérébrale et 10% une maladie d’Alzheimer avec des corps de 
Lewy. Finalement 7% ont été mal diagnostiqués. 
La maladie d’Alzheimer représente 60 à 70% des cas de démences. Le terme 
de maladie d’Alzheimer remonte au début du XXe siècle et provient du nom d’un 
médecin, le docteur Aloïs Alzheimer qui décrivit pour la première fois les 
caractéristiques anatomo-pathologique de cette démence. Il étudia le cas d’Auguste 
Deter, une patiente âgée de 51ans présentant une démence, jusqu’à la mort de cette 
dernière le 8 avril 1906. En effectuant des analyses cérébrales post-mortem de sa 
patiente, il mit en évidence la dégénérescence neurofibrillaire et les plaques 
2050 2012 
35,6 
115,4 
2050 
0,85 
2,2 
2012 
Figure 1. Estimations de progressions de la démence dans le monde et en 
France. D’après le rapport de Genève de l’OMS du 11 avril 2012  
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amyloïdes. Ces marqueurs sont maintenant considérés comme des caractéristiques 
de la maladie d’Alzheimer. Il faudra attendre la fin du XXe siècle pour voir un 
véritable investissement scientifique pour cette pathologie neurodégénérative. En 
effet, ces dernières décennies, le nombre de cas de maladie d’Alzheimer a 
drastiquement augmenté principalement du fait d’une augmentation importante de 
l’espérance de vie. La maladie d’Alzheimer touche maintenant près de 25 millions de 
personnes dans le monde. Cette neuropathie voit son nombre de cas doubler tous 
les 5ans après 65ans. Ainsi en France, si elle touche 3,1% des femmes de plus de 
70ans contre 2,9% des hommes du même âge (Lobo et al. 2000, Reitz et al. 2011), 
cette différence de prévalence augmente fortement avec l’âge pour passer à 23,9% 
des hommes de plus de 85ans et 38,4% chez les femmes (Ramaroson et al. 2003, 
Letenneur et al. 1999, Reitz et al. 2011). Il faut noter que bien que cette pathologie 
soit déclarée essentiellement par des personnes âgées, 33000 Français de moins de 
60ans sont atteints de la maladie d’Alzheimer et présentent essentiellement des 
formes familiales de cette maladie. La maladie d’Alzheimer, 4eme cause de mortalité 
en France, est l’un des enjeux majeurs de Santé publique de ce début de XXIe 
siècle.   
 
2. Caractérisation neuropathologique de la maladie d’Alzheimer 
La maladie d’Alzheimer est caractérisée par l’apparition lente, progressive et 
irréversible de troubles mnésiques et comportementaux (Alz.org):  
●    Troubles de la mémoire épisodique (premiers troubles à apparaître) 
●    Troubles de l’orientation dans le temps et l’espace 
●    Troubles des fonctions exécutives 
●    Troubles du langage (aphasie) 
●    Difficulté à réaliser des gestes et des actes de la vie courante malgré des 
fonctions motrices intactes (apraxie) 
●    Difficulté à reconnaître les objets ou les personnes malgré des fonctions 
visuelles intactes (agnosie) 
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●   Modifications comportementales 
Cette pathologie neurodégénérative est lente et évolue sur 7 à 10 ans, conduisant 
inexorablement à une dépendance progressive puis totale de l’individu jusqu’à son 
décès.  
2.A. Diagnostic de la maladie d’Alzheimer 
En France, seule la moitié des cas de maladie d’Alzheimer sont diagnostiqués 
et pour beaucoup tardivement principalement du fait de considérations socio-
économiques. De nombreux facteurs cliniques confondants limitent l’établissement 
d’un diagnostic fiable de la maladie d’Alzheimer. En effet, les symptômes 
apparaissant peuvent être communs avec d’autres formes de démences comme la 
démence fronto-temporale, la démence à corps de Lewy, les démences vasculaires, 
ou encore un syndrome dépressionnaire, ou un état confusionnel. Comme la maladie 
d’Alzheimer ne représente que 60 à 70% des cas de démences, il est nécessaire de 
bien discriminer les différentes pathologies cérébrales en établissant un diagnostic 
différentiel. Ce diagnostic différentiel est basé sur l’étude d’un ensemble de facteurs 
cliniques  et de tests psychologiques. L’âge d’apparition et la progression des 
symptômes permettent d’écarter les dépressions et les états confusionnels, souvent 
périodiques et réversibles contrairement à la maladie d’Alzheimer, pathologie lente et 
progressive. Des tests combinant des évaluations neuropsychologiques comme celle 
du MMSE (Mini-Mental State Examination), de Lawton (évaluant partiellement le 
degré d’autonomie) ou de Grober et Buschke (évaluant la mémoire verbale et la 
mémoire à court terme) permettent d’exclure au fur et à mesure les différentes 
formes de démences (Grober et al. 1988). Cependant ces tests ne permettent pas de 
poser un diagnostic certain. Pour accroître les chances d’avoir un diagnostic fiable et 
précis, de nouvelles approches ont été mises au point afin de déterminer des 
biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer  comme par exemple la mesure des taux de 
peptides amyloïdes (Aβ)  plasmatiques (Van Oijen et al. 2006), des taux d’Aβ et de 
protéine Tau phosphorylée dans le LCS (Liquide Cérébro-Spinal) après ponction 
lombaire (Hansson et al. 2007, Ewers et al. 2008).  
Malgré les avancées faites dans ces différents domaines, les symptômes de 
troubles cognitifs classiques tels que la perte de mémoire, les problèmes de 
raisonnement, les troubles de désorientation temporo-spatiaux… et les biomarqueurs 
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tels que le niveau d’Aβ plasmatique ou d’Aβ et de Tau phosphorylée dans le LCS, ne 
sont pas suffisamment sensible et spécifiques de la maladie d’Alzheimer (Schmand 
et al. 2010). Grâce aux approches modernes par IRM (Imagerie à Résonance 
Magnétique) ou TEP (Positron Emission Tomography) notamment, certaines formes 
de démences comme la démence vasculaire qui présente des lésions vasculaires 
typiques absentes chez les patients atteints d’Alzheimer, peuvent désormais être 
discriminées (Small et al. 2006, Frisoni et al. 2010, Hampel et al. 2010). Pour 
augmenter leur fiabilité, ces tests peuvent être effectués plusieurs fois au cours de la 
prise en charge du patient. Malgré cela, toutes les approches de diagnostique de 
cette pathologie manquent encore de spécificité et de sensibilité (Frisoni et al. 2013), 
c’est pourquoi même à un stade très avancé de la pathologie le diagnostic de la 
maladie d’Alzheimer reste incertain jusqu’à une validation post-mortem par examen 
du cerveau du patient.  
A l’autopsie, les patients présentent une atrophie cérébrale généralisée et 
fortement marquée notamment au niveau de l’Hippocampe avec une dilatation des 
ventricules (hydrocephalus ex vacuo), un creusement des sillons et un 
amincissement des circonvolutions (Fig.2). Cette atrophie est due à une mort 
neuronale et une perte synaptique massive (Lue et al. 1999, Walsh et al. 2007), 
l’encéphale pouvant perdre jusqu’à 40% de son volume initial. L’analyse 
microscopique post-mortem révèle deux lésions caractéristiques de la pathologie 
Alzheimer : les dégénérescences neurofibrillaires et les dépôts amyloïdes (appelés 
aussi plaques séniles). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Comparaison de deux cerveaux de patients : l’hémisphère à 
gauche appartient à un patient « sain », l’hémisphère à droite provient d’un 
patient Alzheimer. On note une forte atrophie des zones du langage et de la 
mémoire, une dilatation très marquée du 3e ventricule, un creusement des 
sillons et une diminution des circonvolutions. Image Alz.org 
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2.B. Dégénérescence neurofibrillaire 
Les dégénérescences neurofibrillaires représentent les lésions majoritaires 
dans la plupart des Tauopathies ainsi que dans la maladie d’Alzheimer. La 
dégénérescence neurofibrillaire  est principalement localisée au niveau des neurones 
pyramidaux du cortex entorhinal (Iqbal et al. 2005), des régions CA1 et subiculum de 
l’hippocampe et de l’isocortex (Braak et al. 1991, Delacourte et Buée, 2000). Elle est 
la conséquence de la formation de paires de filaments en hélice de 10nm de 
diamètre et extrêmement insolubles issus de l’agrégation intraneuronale de protéines 
Tau anormalement hyperphosphorylées (Fig.3) (Kidd 1963, Alonso et al. 2001, Sato 
et al. 2002).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La protéine Tau est indispensable à la stabilisation des microtubules axonaux 
(absente des dendrites) et au transport axonal (Maas et al. 2000). En s’associant à la 
tubuline, elle facilite la polymérisation des microtubules (Fig.4) (Weingarten et 
al.1975, Avila et al. 2004). Chez l’humain, il existe 6 isoformes de la protéine Tau 
codées à partir du gène MAPT (Microtubule Associated Protein Tau) présent en 
position q21 sur le chromosome 17 (Goedert et al. 1989, Duff et al. 2000). La 
protéine est composée globalement de 4 domaines : un domaine N-terminal et C-
terminal, une région riche en prolines et un domaine de liaison aux microtubules 
Figure 3. Représentations et images de dégénérescences neurofibrillaires. 
Les filaments violets représentent les filaments issus de l’agrégation intra  
neuronale de protéines Tau anormalement hyperphosphorylées. L’image 
d’immunomarquage des protéines Tau provient d’un cerveau de patient 
atteint de la maladie d’Alzheimer  
Dégénérescence 
neurofibrillaire 
http://library.med.utah.edu 
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constitué de 3 à 4 sous-domaines de répétitions selon les isoformes (Tau 3R ou Tau 
4R) (Goedert et al. 1989, Duff et al. 2000). Il existe 45 sites de phosphorylations de la 
protéine Tau (sérines et thréonines) susceptibles d’être modifiés par ses principales 
kinases telles que la GSK3β (Glycogène Synthase Kinase 3 β) ou CDK5 (Michel et 
al. 1998, Lund et al. 2001, Sergeant et al. 2008). Le domaine de liaison aux 
microtubules chargé positivement confère à la protéine Tau ses capacités à 
s’associer à la tubuline (Duff et al. 2000). La phosphorylation de ce domaine diminue 
progressivement la charge positive de la protéine Tau. Dans le cadre de la maladie 
d’Alzheimer, la protéine Tau est anormalement hyperphosphorylée ce qui neutralise 
les charges au niveau du domaine de liaison au microtubule. La protéine Tau ne 
pouvant plus s’arrimer à la tubuline, les microtubules se polymérisent de façon 
anarchique puis se déstabilisent (Fig.4). Parallèlement, les protéines Tau 
hyperphosphorylées s’agrègent pour former des paires de filaments en hélice 
s’accumulant pour arriver à une dégénérescence neurofibrillaire (Fig.3 et 4) (Hanger 
et al. 1998, Alonso et al. 2001, Sato et al. 2002). En plus de la désorganisation du 
cytosquelette et de l’arrêt du transport axonal, la toxicité engendrée par les 
dégénérescences neurofibrillaires finissent par conduire à la mort neuronale et à la 
détérioration complète de la cellule pour ne laisser que le « squelette » (Braak et al. 
1994, Buée et al. 2000).  
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Figure 4. Représentation de l’implication physiopathologique de Tau dans 
l’assemblage et la stabilisation des microtubules. Son 
hyperphosphorylation au cours de la pathologie conduit à une 
désagrégation des microtubules, à la déstabilisation du cytosquelette puis 
à la mort neuronale. D’après Hanger et al. 1998 et Braak et al. 1994 
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Tout comme les plaques amyloïdes, les dégénérescences neurofibrillaires ne 
sont pas une caractéristique propre à la maladie d’Alzheimer. Elles sont retrouvées 
dans de nombreuses neuropathies comme la démence fronto-temporale (associée à 
une maladie de Parkinson et liée au chromosome 17 appelée aussi FTDP-17), la 
maladie de Pick, la dégénérescence corticobasale, la démence pugilistique ou 
encore dans le syndrome de Down et au cours d’un vieillissement normal.   
 
2.C. Dépôts amyloïdes 
On distingue globalement deux types de plaques amyloïdes : les dépôts diffus 
et les plaques denses appelées aussi plaques séniles (Fig.5). Bien que le processus 
ne soit pas encore décrit, Il semblerait que les dépôts diffus puissent maturer 
progressivement en plaques denses dans le cadre de la pathologie (Iwatsubo et al. 
1995, Suzuki et al. 2012). Initialement, les Aβx-42 plus neurotoxiques et possédant 
des propriétés fibrillogéniques importantes, commencent à former des oligomères 
puis des fibrilles en feuillet β, qui s’agrègent et auxquels adhèrent l’Aβx-40, puis 
s’assemblent en filaments et enfin en plaques sphériques extraneuronales d’environ 
50µm (Ohnishi et al. 2004). Si le cœur des plaques diffuses est uniquement constitué 
de filaments d’Aβx-42 d’environ 10nm, celui des plaques séniles contient aussi de 
l’Aβx-40 et est entouré progressivement d’autres protéines comme de l’APOE, du 
cholestérol, des enzymes lysosomales (cathepsine D ou CTSD, cathepsine B ou 
CTSB) (Namba et al. 1991, Dickson et al. 1997, Burns et al. 2003, Querfurth et 
LaFerla, 2010) mais aussi d’une couronne de synapses dystrophiques et de neurites 
contenant beaucoup de dégénérescence neurofibrillaire (Fig.5).  
Une gliose réactionnelle est détectée uniquement autour des plaques séniles 
témoignant d’une réponse immunitaire et d’une inflammation (McGeer et al. 2006). 
Cependant, les plaques séniles seraient plus un marqueur de la pathologie qu’une 
cause, cet effet serait porté par les oligomères d’Aβ libres beaucoup plus 
neurotoxiques (Selkoe 2001, Cleary et al. 2005, Morley et al. 2014). Les plaques 
séniles ne sont pas spécifiques de la maladie d’Alzheimer. En effet, elles peuvent 
être observées au sein d’autres maladies neurodégénératives  comme la démence à 
corps de Lewy, mais aussi dans le syndrome de Down ou dans les cerveaux de 
patients âgés sains (Mann et al. 1990).  
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2.D. Répartition des lésions au cours de la pathologie 
Braak et Braak ont procédé à une topographie des dégénérescences 
neurofibrillaires en fonction des différents stades de la maladie d’Alzheimer. Dans un 
premier temps, les dégénérescences neurofibrillaires sont retrouvées au niveau de la 
région transenthorinale puis enthorinale (Stades de Braak I et II) (Fig.6). Les lésions 
progressent ensuite plus loin dans le système limbique jusque dans les régions CA1 
et le subiculum de l’hippocampe (Stades de Braak III et IV) (Fig.6). Enfin, dans les 
stades ultimes de la pathologie, l’hippocampe est entièrement touché et de 
nombreuses lésions sont détectées dans l’isocortex (Stades de Braak V et VI) (Fig.6) 
(Braak et Braak. 1991, Delacourte et Buée, 2000).  
 
 
http://www.alzheimer-montpellier.org 
Figure 5. Représentations et images de dépôts amyloïdes. Il en existe deux 
types : les plaques séniles et les dépôts diffus. Les images proviennent de 
cerveaux de patients Alzheimer  
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Comme pour les dégénérescences neurofibrillaires, Braak et Braak ont 
procédé à une topographie des plaques amyloïdes. Elles sont retrouvées dans 
l’ensemble du cortex et de l’hippocampe (Fig.7) (Braak et al. 1991, Delacourte et 
Buée, 2000). Les dépôts apparaissent initialement au niveau des lobes temporaux, 
frontaux et occipitaux en position basale (stade de Braak A), puis s’étendent 
progressivement à la couche CA1 (Corne d’Ammon) et au subiculum dans 
l’hippocampe ainsi que dans une grande partie de l’isocortex (stade de Braak B). 
Enfin, au stade de Braak C, les dépôts amyloïdes sont observés dans tout l’isocortex 
(Fig.7) (Braak et al. 1991, Delacourte et Buée, 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
Il est intéressant de noter que les aires de propagations des dépôts amyloïdes ne 
coïncident pas toutes avec celles des dégénérescences neurofibrillaires. En effet, les 
dégénérescences neurofibrillaires sont plus abondantes au niveau de l’hippocampe 
que dans l’isocortex, alors que la topographie des plaques séniles montre l’inverse 
(Braak et Braak. 1991, Delacourte et Buée, 2000). 
Stade I - II Stade III - IV Stade V - VI 
Figure 6. Schématisation de la localisation des dégénérescences 
neurofibrillaires au cours de la maladie d’Alzheimer selon six stades. 
L’intensité de la coloration est corrélée à la quantité de dégénérescences 
neurofibrillaires. Ann Neurol Adapté de Braak et al. 1991  
 
Stade A Stade B Stade C 
Figure 7. Schématisation de la localisation des dépôts amyloïdes au cours 
de la maladie d’Alzheimer selon trois stades. L’intensité de la coloration 
est corrélée à la quantité de dépôts. Ann Neurol Adapté de Braak et al. 1991 
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En plus des dégénérescences neurofibrillaires et des plaques amyloïdes, une 
troisième altération est présente dans le cerveau des patients atteints de maladie 
d’Alzheimer. La perte progressive et irréversible de neurones essentiellement 
pyramidaux, noradrénergiques et cholinergiques constitue cette troisième lésion 
typique. Dès le stade dit « transenthorinal », Les neurones pyramidaux de la couche 
III et IV du cortex cérébral sont les plus touchés par cette mort neuronale mais aussi 
par les plaques amyloïdes et les dégénérescences neurofibrillaires (Fig.8). La 
majorité des terminaisons de ces neurones constitue les neurites dystrophiées 
localisées au niveau des plaques amyloïdes. Cette perte neuronale progresse 
ensuite vers les noyaux sous-corticaux (Noyau basal de Meynert, septum médian, 
locus coeruleus) entrainant une perte des fibres ascendantes dans toutes les aires 
du cortex et donc un isolement progressif des aires cérébrales (Fig.8) (Braak et al. 
1998, Palmer 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8. Progression de la perte neuronale au court de la maladie 
d’Alzheimer. Les premiers neurones atteints sont les neurones pyramidaux 
du cortex entorhinal projettant sur l’hippocampe (B). Les régions sous 
corticales sont ensuites touchées avec la perte des fibres ascendantes 
provenant du noyau basal de Meynert (nbM), du noyau du Raphé (NR) et du 
locus coeruleus (LC) (C et D). (Braak et al. 1998, Palmer 2002) 
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Bien que l’étude des dégénérescences neurofibrillaires et du processus 
pathologique conduisant à l’apparition de ces lésions soit tout aussi important que la 
compréhension du mécanisme d’apparition des plaques amyloïdes dans le 
processus physiopathologique de la maladie d’Alzheimer, nous avons fais le choix ici 
de ne vous présenter essentiellement que la partie amyloïde. Ce choix découle de 
l’orientation des recherches de notre laboratoire portées sur la compréhension des 
mécanismes et des facteurs intervenant dans la régulation du étabolisme de l’APP 
dont les peptides amyloïdes sont issus.  
 
 
  3. Physiologie du précurseur du peptide amyloïde (APP) : métabolisme et 
catabolisme  
 
3.A. APP et APLPs 
L’APP est membre d’une famille de protéines très conservées au cours de 
l’évolution : APL-1 chez C. elegans, APPL chez la drosophile et les APLPs (APP-like 
Proteins) chez les mammifères (Fig.9). Comme l’APP, les APLPs sont des protéines 
transmembranaires de type I mais ne possèdent pas de séquence du peptide 
amyloïde et sont donc incapables de produire de l’Aβ. L’APLP1 comporte 650 acides 
aminés contre 763 pour l’APLP2 qui possède en plus un domaine KPI (Kunitz 
Protease Inhibitor). Si une délétion en APP et APLP1 n’est pas létale et ne présente 
que des petites répercutions au niveau somatique ou comportemental in vivo, une 
délétion en APLP2 seule ou avec l’APP est létale au stade embryonnaire (Herms et 
al. 2004, Anliker et al. 2006). Les APLPs sont métabolisés par les même sécrétases 
que l’APP conduisant à la libération du domaine intracellulaire C-terminal  (C-terminal 
ICD) pouvant jouer un rôle dans la signalisation cellulaire (Xu et al. 2007).  
Les peptides amyloïdes, que ce soient les Aβx-40 ou Aβx-42, qui s’accumulent, 
s’agrègent et forment des plaques amyloïdes et proviennent tous du métabolisme de 
la même protéine : le précurseur du peptide amyloïde ou APP (Kang et al. 1987, De 
Strooper et al. 2010). Cette protéine est issue d’un gène, porté par le chromosome 
21 codant 4 isoformes de l’APP dans le système nerveux central : l’APP770, l’APP751, 
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l’APP714 et l’APP695 (Fig.9) (Kang et al. 1990, Golde et al. 1990). Ces 4 isoformes 
sont issues d’un épissage alternatif différent en fonction du type cellulaire exprimant 
l’APP.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.B. Production et maturation de l’APP 
L’APP est une glycoprotéine transmembranaire de type I d’environ 100kDa 
composée de 3 à 5 domaines selon l’isoforme étudiée (Fig.9). L’APP770 est l’isoforme 
la plus longue et la plus ubiquitaire. Son expression ainsi que celle de l’APP714, est 
retrouvée au niveau des astrocytes et des cellules gliales (Tanaka et al. 1988, De 
Strooper et al. 2010). L’APP751 et l’APP695 sont toutes deux des isoformes 
neuronales mais seule l’APP695 est majoritairement exprimée dans les neurones 
(Tanaka et al. 1989, De Strooper et al. 2010). L’APP695 ne contient que trois 
domaines, une grande partie N-terminale extracellulaire, un seul domaine 
transmembranaire hydrophobe (d’où son appartenance au type I) et un petit domaine 
intracellulaire en C-terminal (Fig.9). L’APP770, possède deux domaines de plus, un 
domaine KPI et un domaine OX2 (homologie avec l’antigène MRC OX-2 trouvé sur la 
surface des neurones et des thymocytes) (Fig.9) (Rebeck et al. 2001). Les APP 751 
et 714 ont respectivement perdu le domaine OX2 et KPI (Selkoe et al. 1988, Gralle et 
Ferreira, 2007). Bien que ces isoformes aient des compositions différentes 
essentiellement de par leur domaine N-terminal, elles comportent toutes dans leur 
partie C-terminale, une séquence protéique correspondant au peptide amyloïde. 
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Figure 9. Représentation schématique des différents membres de la famille 
de l’APP : l’APP770, l’APP751, l’APP714 et l’APP695, APLP1 et APLP2 
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Avant d’arriver à la membrane plasmique et entrer dans son métabolisme, 
l’APP va subir une série de modifications post-traductionnelles essentielles. En 
passant par la voie de sécrétion dite « classique » (réticulum endoplasmique RE, 
appareil de Golgi, vésicules de sécrétions), l’APP va perdre son peptide signal de 17 
acides aminés, puis va être phosphorylé, N- et O-glycosylé, sulfaté (Sambamurtie et 
al. 2002), sialylé et enfin acquérir sa structure tridimensionnelle. La forme maturée et 
ancrée à la membrane représente la majorité de l’APP cellulaire. Il existe ensuite 
deux voies métaboliques possibles pour cet APP membranaire caractérisées par la 
combinaison de trois activités enzymatiques importantes (Mattson et al. 1997, Nunan 
et al. 2002, Ling et al. 2003): la voie non-amyloïdogène faisant intervenir l’α-
sécrétase et la γ-sécrétase, et la voie amyloïdogène impliquant la β-sécrétase puis la 
γ-sécrétase. 
 
3.C. Métabolisme de l’APP 
 
3.C.1. Voie non-amyloïdogène 
Dans cette voie, l’α-sécrétase localisée au niveau de la membrane plasmique, 
clive l’APP695 entre la lysine 612 et la leucine 613, séparant sa partie N-terminale 
extracellulaire de sa partie C-terminale (Fig.10). Les deux fragments obtenus sont un 
APP soluble α (APPs-α) sécrété hors de la cellule et un fragment C-terminal ou CTF-
α de 83 acides aminés (C83), restant ancré à la membrane. A la membrane ou après 
internalisation dans les endosomes et lysosomes, ce CTF-α est alors clivé à son tour 
par la γ-sécrétase produisant deux autres fragments : un peptide de 3 kDa (P3) et le 
domaine intracellulaire de l’APP (AICD), pouvant être transloqué dans le noyau et 
ayant potentiellement un rôle de facteur de transcription (Fig.10) (Selkoe et al. 2001, 
LaFerla et al. 2005, Pardossi-Piquard et Checler 2012). L’α-sécrétase clivant l’APP 
au niveau de la séquence peptidique du peptide amyloïde (entre les acides aminés 
596 et 640), cette voie ne conduit donc pas à la formation de peptides amyloïdes et 
est appelée « non-amyloïdogène » (Esch et al. 1990, Wang et al. 1991, De Strooper 
et al. 2010). 
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3.C.2. Voie amyloïdogène 
A son arrivée à la membrane plasmique, l’APP va être internalisé dans les 
endosomes puis les lysosomes où il va être clivé entre la méthionine 596 et l’acide 
aspartique 597 par la β-sécrétase en deux fragments : l’APP soluble β (APPs-β) 
pouvant être sécrété par exocytose dans le milieu extracellulaire, et le CTF-β de 99 
acides aminés (C99) restant ancré dans la membrane vésiculaire (Fig.11). Ce 
fragment va alors subir un nouveau clivage protéolytique par la γ-sécrétase générant 
de l’AICD, et un fragment de 39 à 43 acides aminés, le peptide amyloïde (Fig.11) 
(LaFerla et al. 2005, Chen et al. 2006). En conditions physiologiques, la voie non-
amyloïdogène prend en charge près de 90% de l’APP mature. Les 10% restant 
entrent dans la voie amyloïdogène où l’Aβx-40 représente près de 80% du total de 
peptides amyloïdes produits contre un peu plus de 20% pour l’Aβx-42 (Ahmed et al. 
2010). 
 
 
 
Figure 10. Représentation schématique du clivage séquentiel de l’APP par 
les α et γ-sécrétases impliquées dans la voie non-amyloïdogène. Cette voie 
localisée à la membrane plasmique ne conduit pas à la libération de 
peptides amyloïdes 
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3.D. Acteurs du métabolisme de l’APP : les sécrétases 
 
3.D.1. α-sécrétase 
En clivant l’APP entre les résidus 16 et 17 de la séquence correspondant au peptide 
amyloïde, l’α-sécrétase est un acteur principal de la voie non-amyloïdogène (Fig.10 
et 12) (Esch et al. 1990, Wang et al. 1991, De Strooper et al. 2010). Il a été démontré 
que l’α-sécrétase est impliquée dans les deux voies de sécrétions cellulaires : (1) 
dans la voie de sécrétion constitutive, l’APP est clivé par l’α-sécrétase générant ainsi 
de l’APPs-α sécrété dans le milieu extracellulaire. (2) dans la voie de sécrétion 
régulée, l’APP est clivé par l’α-sécrétase sous contrôle de la PKC (Protein Kinase C), 
protéine contrôlant la voie de sécrétion régulée. L’utilisation d’ester de phorbol 
stimulant l’activité de la PKC ou l’utilisation d’agonistes du recepteur α-7-nicotinique 
à l’acétylcholine, augmentent l’activité de l’α-sécrétase. Ceci conduit à l’élévation de 
la sécrétion d’APPs-α et favorise une diminution importante de la production des 
peptides amyloïdes (Caporaso et al. 1992, Hung et al. 1993, Vingtdeux et al. 2012). 
La majorité de l’activité α-sécrétase se situe à la membrane plasmique mais aussi au 
Figure 11. Représentation schématique du clivage séquentiel de l’APP par 
les β et γ-sécrétases impliquées dans la voie amyloïdogène. Cette voie 
localisée essentiellement au niveau endosomes/lysosomes permet la 
libération du peptide amyloïde. Dans la maladie d’Alzheimer, ce peptide 
s’accumule puis s’oligomérise et enfin forme des fibrilles  
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niveau du réseau transgolgien. L’utilisation d’inhibiteurs des ADAMs (A Disintegrin 
And Metalloprotease) et des approches basées sur la délétion génique ont pu mettre 
en évidence la composition de l’α-sécrétase : l’activité de cette sécrétase est 
composée ou tout du moins dépendante de protéines de la famille des ADAMs 
(Arribas et al. 1996, Asai et al. 2003, Taabe et al. 2007). Il existe en fait plusieurs 
protéines ayant une activité α-sécrétase, toutes issues de la famille des ADAMs : 
ADAM17, ADAM10 et ADAM9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
ADAM17, appelée aussi TACE (Tumor Necrosis Factor-α Convertase), est 
connue pour convertir le Pro-TNF en une cytokine pro-inflammatoire de 26kDa (Black 
et al. 1997, Edwards et al. 2008). Il a été montré in vitro qu’ADAM17 est capable de 
cliver un peptide synthétique de 18-mères mimant le site de clivage de l’α-
sécrétase sur l’APP (Buxbaum et al. 1998). Cependant bien qu’ADAM17 semble 
capable d’induire une augmentation de la sécrétion d’APPs-α par la voie constitutive 
(Slack et al. 2001), la majorité des études montrent que son activité α-
sécrétase dépendrait essentiellement de sa régulation par la PKC et donc de la voie 
de sécrétion régulée (Buxbaum et al. 1998, Blacker et al. 2002, Kojro et al. 2006). 
Chez l’humain, ADAM17 est exprimée au niveau des neurones pyramidaux de la 
couche granuleuse de l’hippocampe essentiellement mais aussi dans les neurones 
pyramidaux du cortex cérébral. Une colocalisation avec les plaques amyloïdes a été 
retrouvée chez les patients atteints de maladie d’Alzheimer sans modification de 
l’expression d’ADAM17 (Skovronsky et al. 2001).  
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Figure 12. Représentation d’une α-sécrétase et de son action catalytique 
sur l’APP au niveau de la membrane plasmique  
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Tout comme ADAM17, ADAM10, aussi appelée KUZ (Kuzbanian) est capable 
de cliver le peptide synthétique mimant le site de clivage de l’α-sécrétase sur l’APP 
(Lammich et al. 1999). Cependant, seule la sur-expression d’ADAM10 dans des 
cellules HEK293 (Cellules embryonnaires de rein humaines) augmente l’activité de 
l’α-sécrétase dépendant de la voie de sécrétion constitutive et de la voie de sécrétion 
régulée, conduisant à une augmentation de la production d’APPs-α (Lammich et al. 
1999, Kuhn et al. 2010). L’extinction d’ADAM10 à l’aide d’un siRNA conduit à une 
diminution du clivage de type α-sécrétase sur l’APP laissant penser qu’ADAM10 
pourrait jouer essentiellement sur la voie de sécrétion constitutive (Kuhn et al. 2010). 
Contrairement à ADAM17, ADAM10 est exprimée largement dans les neurones 
corticaux de la même façon que l’APP chez l’humain (Howard et al. 1996, Bernstein 
et al. 2003) et son niveau d’expression est réduite chez les patients atteints de la 
maladie d’Alzheimer (Colciaghi et al. 2002, Bernstein et al. 2003).  
Contrairement à ADAM17 et ADAM10, ADAM9 (ou Meltrine γ) n’est pas 
capable de cliver le peptide synthétique de 18-mères (Koike et al. 1999). Ceci 
explique pourquoi de nombreux auteurs de la littérature écartent ADAM9 du groupe 
des α-sécrétases, ne parlant que d’ADAM10 et d’ADAM17. Cependant, ADAM9 
pourrait cliver l’APP non pas entre la Lysine 16 et la Leucine 17 mais entre l’Histidine 
14 et la Glutamine 15 (Simons et al. 1996, Endres et al. 2003) et serait uniquement 
impliquée dans la voie de sécrétion régulée (Kuhn et al. 2010).  Aussi, il a été montré 
qu’un traitement à l’ester de phorbol conduisait à une phosphorylation du domaine C-
terminal d’ADAM9 sans montrer pour autant un changement d’activité (Koike et al. 
1999, Roghani et al. 1999). ADAM9 pourrait intervenir dans le clivage activateur 
d’ADAM10 et donc jouer indirectement sur le clivage de l’APP (Tousseyn et al. 
2009). 
Il a récemment été montré qu’ADAM10 est la protéase portant l’activité α-
sécrétase (Kuhn et al. 2010). Cependant nous ne pouvons pas exclure que d’autres 
ADAMs puissent jouer un rôle imporant pour l’activité de l’α-sécrétase : (1) Il 
semblerait qu’ADAM17 et ADAM9 aient un rôle important dans l’activité de l’α-
sécrétase au niveau de la voie de sécrétion régulée (Lopez-Perez et al. 2001, 
Endres et al. 2003) et (2) il a été montré que d’autres ADAMs pourraient aussi 
influencer l’activité α-sécrétase comme ADAM8 ou ADAM19 (Naus et al. 2006, 
Tanabe et al. 2007). 
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3.D.2. β-sécrétase 
La β-sécrétase est spécifique de la voie amyloïdogène et conduit à la 
formation du peptide amyloïde en clivant l’APP entre le résidu Méthionine -1 et 
Aspartate 1 de la séquence du peptide amyloïde. Il existe aussi un site alternatif de 
clivage de l’APP par la β-sécrétase localisé entre les résidus Tyrosine 10 et 
Glutamate 11 appelé site β’-sécrétase (Fig.11 et 13) (Vassar et al. 1999, Cole et al. 
2008). L’activité β-sécrétase est en fait portée par deux protéines différentes : 
BACE1 (β-site APP Cleaving Enzyme 1) et BACE2. BACE1 et BACE2 sont des 
homologues partageant 71% d’homologies de séquence chez l’humain (Acquatti et 
al. 2000, Southan et al. 2013). Ces aspartyles protéases transmembranaires de type 
I possèdent un domaine catalytique dans leur partie N-terminal. Elles sont retrouvées 
essentiellement au niveau des structures post-Golgiennes et des endosomes, leur 
activité étant optimale à un pH acide, mais aussi au niveau de la membrane 
plasmique (Ehehalt et al. 2002). Dans ces compartiments cellulaires, BACE1 et 
BACE2 présentent leur site actif du côté luminal de la membrane (Fig.13). Si elles 
sont toutes deux exprimées au niveau du cerveau, l’expression de BACE2 est 
beaucoup plus faible que celle de BACE1 et est principalement localisée au niveau 
des cellules gliales (Laird et al. 2005, Holler et al. 2012). Pour être actives les BACEs 
doivent s’homodimériser pour que le prodomaine soit clivé par des furines du réseau 
transgolgien. Enfin, leurs deux résidus Aspartates (essentiels à leur activité 
catalytique) vont être glycosylés et trois ponts disulfures sont formés (pouvant 
expliquer la spécificité de la BACE pour l’APP) (Haniu et al. 2000, Hunt et al. 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13. Représentation d’une β-sécrétase et de son action catalytique 
sur l’APP au niveau des endosomes essentiellement  
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Le niveau d’expression et l’activité de BACE1 ont été retrouvés augmentés 
dans le cerveau de patients atteints de maladie d’Alzheimer (Yang et al. 2003). Par 
contre, BACE2 ne semble pas être impliquée dans la maladie d’Alzheimer. Chez des 
souris surexprimant un APPswe humain, l’extinction du gène de BACE1 (par KO) 
abolit presque complètement la production de peptide amyloïde (Farzan et al. 2000, 
Laird et al. 2005). Cependant il a été montré que des souris KO pour le gène BACE1 
présentaient un comportement moteur altéré et une augmentation de sensibilité à la 
douleur, probablement liés à l’hypomyélinisation constatée. Une autre étude montre 
chez ces animaux des altérations comportementales et cognitives importantes, liées 
à une réduction du nombre de synapses des neurones pyramidaux de l’hippocampe 
(Savonenko et al. 2008). Ces résultats pourraient être expliqués par le fait que 
BACE1 possède en plus de l’APP, d’autres substrats impliqués eux aussi dans des 
voies physiologiques importantes (Laird et al. 2005, Hitt et al. 2010).  
 
3.D.3. γ-sécrétase 
La γ-sécrétase est commune aux deux voies du métabolisme de l’APP et 
intervient après clivage de l’APP par l’α-sécrétase ou la β-sécrétase (Fig.10 et 11). 
Alors que les activités α-sécrétase et β-sécrétase sont portées par une seule 
protéine, la γ-sécrétase est un complexe multiprotéique transmembranaire composé 
de 4 protéines différentes: PS1 ou PS2, PEN2 (presenilin enhancer 2), la Nicastrine 
et l’Aph1 A ou l’Aph1B (Anterior pharynx defective 1) (Fig.14) (Vetrivel et al. 2006). 
Avec les deux isoformes de la préséniline et de l’Aph1, il existe donc au total 6 
complexes de la γ-sécrétase possibles. L’activité γ-sécrétase est retrouvée 
essentiellement dans les mêmes sites que les autres sécrétases, autrement dit au 
niveau de la membrane plasmique où elle intervient après l’α-sécrétase et au niveau 
des endosomes et lysosomes où elle agit après la β-sécrétase. On retrouve 
également une localisation au niveau post-golgien mais de façon minoritaire (Haas et 
al. 2002).  
Le clivage de l’APP par la γ-sécrétase ne serait pas unique mais séquentiel. 
Cette sécrétase peut cliver l’APP sur trois sites différents γ, ζ et ε, qui varient en 
fonction de la composition du complexe γ-sécrétase et donc de son activité, ou de 
l’épaisseur de la membrane où se situe la γ-sécrétase, conduisant ainsi à la 
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formation de peptides amyloïdes de différentes longueurs. En plus du clivage 
classique au site γ qui génère les Aβx-40 et  Aβx-42, le clivage au site ε produit des Aβx-
48 et  Aβx-49 et celui au site ζ donne des Aβx-45 et  Aβx-46. Les clivages peuvent se 
produire les uns à la suite des autres d’ε à γ pour former des Aβx-38 et  Aβx-43. (Sato 
et al. 2005, Takami et al. 2009). Ces différents clivages mènent à la production de 
différents peptides amyloïdes mais aussi de différents AICDs : C50, C53, C57 et C59 
(Sato et al. 2003). 
La formation du complexe de la γ-sécrétase suit un processus d’assemblage 
séquentiel spécifique. L’hypothèse principalement rencontrée dans la littérature 
indique qu’un premier complexe se forme entre la Nicastrine et l’APH1 (donc deux 
précomplexes possibles : Nicastrine-Aph1A ou Nicastrine-Aph1B) (LaVoie et al. 
2003, Shirotani et al. 2004). Ensuite, s’arrimerait à ce précomplexe la préséniline 1 
ou la préséniline 2 (donc quatre complexes possibles : Nicastrine-Aph1A-PS1, 
Nicastrine-Aph1A-PS2, Nicastrine-Aph1B-PS1 ou Nicastrine-Aph1B-PS2) et enfin 
PEN2 se joindrait au complexe et entrainerait l’endoprotéolyse activatrice de la 
préséniline (Takasugi et al. 2003, Niimura et al. 2005). Une version alternative existe, 
où après la formation du précomplexe Nicastrine-Aph1 il y aurait formation d’un 
complexe PS-PEN2 qui s’arrimerait au premier complexe (Fraering et al. 2004a). 
Aussi, s’il existe 4 complexes de la γ-sécrétase différents (De Strooper et al. 2003) et 
que les présénilines portent l’activité γ-sécrétase à elles seules (Ahn et al. 2010a), 
cette sécrétase doit être obligatoirement constituée d’un complexe de 4 protéases 
pour fonctionner, celles-ci interagissant ensemble et se modulant les unes les autres 
(Fig.14) (Takasugi et al. 2003, Kaether et al. 2004).  
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La Nicastrine est une glycoprotéine transmembranaire de type I de 130kDa 
avec un très long domaine extracellulaire fortement glycosylé (Fig.14) (Shirotani et al. 
2003). Les glycosylations sont capitales pour la bonne conformation du domaine 
extracellulaire permettant la formation et la maturation du complexe de la γ-sécrétase 
et de son activité. Ce domaine permet aussi de se lier à d’autres protéines possédant 
un domaine extracellulaire comme l’APP et peut-être servir de récepteur pour la γ-
sécrétase (Shirotani et al. 2003, Shah et al. 2005). 
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Figure 14. Représentation du complexe de la γ-sécrétase et de ses 
différents constituants. La préséniline nécessite un clivage protéolytique 
pour se dimériser et être active. Est aussi représentée la conformation 
spatiale du complexe de la γ-sécrétase et son action catalytique sur l’APP 
au niveau de la membrane plasmique et des endosomes essentiellement. 
D’après De Strooper et al. 2012 
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L’Aph1 est une protéine de 30kDa possédant 7 domaines transmembranaires, 
une partie N-terminale intracellulaire et une partie C-terminale extracellulaire (Fig.14) 
(fortna et al. 2004). L’Aph1 interagit avec la Nicastrine via plusieurs de ses domaines 
transmembranaires et forment un précomplexe au niveau du réticulum 
endoplasmique pour ensuite être maturé dans le Golgi (Takasugi et al. 2003). Le 4e 
domaine transmembranaire d’Aph1 peut se lier à celui des présénilines et de PEN2 
via un motif conservé GxxxG (Lee et al. 2004, Araki et al. 2006). Il existe deux 
isoformes d’Aph1, Aph1A et Aph1B, issues de l’épissage alternatif du gène APH1.  
Les présénilines sont des protéines transmembranaires de 50kDa possédant 
initialement 9 domaines transmembranaires, une partie C-terminale extracellulaire et 
une partie N-terminale intracellulaire (Fig.14) (Laudon et al. 2005).  Lors de leur 
maturation, ces présénilines subissent un clivage, probablement autocatalytique 
(Fukumori et al. 2010), au niveau de deux aspartates (257 et 385) de leur boucle 
cytoplasmique entre le 6e et le 7e domaine transmembranaire. Ce clivage libère deux 
fragments : un fragment C-terminal de 20kDa et un fragment N-terminal de 30kDa 
s’hétérodimérisant, donnant ainsi la conformation active des présénilines (Thinakaran 
et al. 1996, Tolia et al. 2006). La mutation d’un des deux aspartates de la boucle 
cytoplasmique suffit à empêcher l’activation des présénilines (Wolfe et al. 1999b, 
Sato et al. 2006). Il existe deux isoformes des présénilines, PS1 et PS2 partageant 
67% d’homologie. Alors que le site d’interaction de PS1 et PEN2 se situe sur son 4e 
domaine transmembranaire, le site d’interaction avec la Nicastrine est localisé au 
niveau de sa partie C-terminale (Watanabe et al. 2005, Capell et al. 2003). 
Enfin, PEN2 est une protéine de 12kDa possédant deux domaines 
transmembranaires et dont les deux extrémités sont extracellulaires (Fig.14) 
(Takasugi et al. 2003). Ces domaines extracellulaires permettraient à PEN2 
d’interagir avec les présénilines mais aussi de réguler leur endoprotéolyse (Crystal et 
al. 2003, Luo et al. 2003).    
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4. Étiologie et processus physiopathologique de la maladie d’Alzheimer 
Si toutes les formes de maladie d’Alzheimer présentent les mêmes 
symptômes cliniques, l’âge d’apparition de la pathologie, sa vitesse de progression et 
la présence ou non d’antécédents familiaux subdivise la maladie d’Alzheimer en 
deux catégories : les formes précoces apparaissant entre 30 et 60ans et les formes 
tardives débutant après 60ans. L’étude approfondie des différentes formes de 
maladie d’Alzheimer a permis progressivement de proposer un processus 
physiopathologique de cette maladie complexe et d’identifier les différents acteurs y 
participant. 
 
4.A. Gènes responsables des formes familiales 
Très rapidement afin de mieux comprendre le processus physiopathologique 
de la maladie d’Alzheimer, ont été étudiées les formes monogéniques de la maladie 
d’Alzheimer. En effet ces formes précoces caractérisées par la présence de 
nombreux antécédents familiaux sont moins complexes à étudier que les formes 
sporadiques influencées part de nombreux facteurs environnementaux. Parmi ces 
formes précoces, certaines sont transmises de façon autosomique dominante. Les 
formes avec transmission autosomique dominante sont toutes caractérisées par la 
présence d’une mutation d’un des trois gènes impliqués dans la voie amyloïdogène, 
voie responsable de la formation des Aβ. Une seule mutation est suffisante pour 
déclencher précocement la pathologie. Il existe actuellement 230 mutations connues 
sur le gène de l’APP et des présénilines PS1et PS2 
(www.molgen.ua.ac.be/ADMutations). Alors que les formes familiales de la maladie 
d’Alzheimer présentent moins de 1% des cas cliniques, les hypothèses sur la 
physiopathologie ainsi que les modèles animaux sont quasiment tous basés sur 
l’étude de ces formes minoritaires.  
Dans une des premières études à s’intéresser à la génétique de la maladie 
d’Alzheimer, les auteurs se sont penchés sur la proportion de patients atteints de 
trisomie 21 (syndrome de Down) présentant des symptômes et une neuropathie 
(présence de dépôts amyloïdes) similaires à ceux d’une maladie d’Alzheimer. En 
croisant ces observations avec l’étude génétique de quatre familles ayant des formes 
autosomales dominantes de la maladie d’Alzheimer, leur conclusion a suggéré que le 
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triplet de chromosome 21 trahit la présence d’un gène susceptible d’être lié à la 
maladie d’Alzheimer, localisé au niveau des loci 21q11.2 et 21q22.2 et incluant le 
gène de l’APP (Schweber et al. 1985, St George-Hyslop et al. 1987). L’étude des cas 
familiaux de maladie d’Alzheimer et le séquençage de leur gène APP a permis de 
mettre en évidence de nombreuses mutations sur le gène de l’APP (Hardy et al. 
1992). Trente-trois mutations ont pour l’instant été mises en évidence pour ce gène 
dont 75% sont des mutations ponctuelles le reste étant essentiellement des 
duplications (www.molgen.ua.ac.be/ADMutations). La majorité de ces mutations sont 
responsables d’une augmentation de production des Aβ et plus particulièrement de 
l’Aβ42 en modifiant le rapport Aβ40/Aβ42 (Selkoe et al. 1997, Guerreiro et al. 2010, 
Jonsson et al. 2012). Ces formes s’agrégeant plus facilement, il en résulte une 
augmentation de la formation des dépôts amyloïdes.  
Au final, les mutations du gène de l’APP ne représentent que 15 à 20% des 
cas familiaux de maladie d’Alzheimer. Plusieurs études de liaison ont mis en 
évidence deux autres loci : le premier en 14q24 correspondant au gène de la 
préséniline 1 ou PS1 et le second en 1q42.13 correspondant au gène PS2 (Selkoe et 
al. 1997, Walker et al. 2005). Ainsi, les 185 mutations répertoriées pour la PS1 
correspondent à 75 à 80% des formes familiales de la maladie d’Alzheimer contre 
5% des cas pour les 13 mutations connues de la PS2 (Campion et al. 1999, Bekris et 
al. 2010). La majorité des mutations sur les gènes PS1 et PS2 sont ponctuelles mais 
certaines mutations conduisent à des délétions ou des insertions 
(www.molgen.ua.ac.be/ADMutations). La PS1 et la PS2 sont les sous-unités 
catalytiques de la γ-sécrétase, responsable de la protéolyse de l’APP en Aβ. La 
majorité des mutations sur ces présénilines conduit à une augmentation de leur 
capacité de clivage de l’APP en Aβ et plus favorablement en Aβ42 (Walker et al. 
2005, Castellani et al. 2008). 
Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, la voie amyloïdogène est impactée 
et conduit à la surproduction de peptides amyloïdes. Dans les formes familiales de la 
maladie d’Alzheimer,  
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4.B. L’hypothèse de la cascade amyloïde 
La première hypothèse tentant d’harmoniser les observations sur la maladie 
d’Alzheimer et ainsi en déduire un processus physiopathologique repose sur 
différents résultats :  
A – Comme décrit précedemment, l’étude des formes monogéniques à transmission 
autosomique dominante de la maladie d’Alzheimer à permis de mettre en évidence 
qu’une seule mutation sur les gènes APP, PS1 et PS2 suffit à déclencher la 
pathologie comprenant les plaques amyloïdes et les dégénérescences 
neurofibrillaires. Ces mutations ont été, la plupart du temps, associées à une 
augmentation de la production des peptides amyloïdes et plus particulièrement des 
Aβx-42 (Hutton et al. 1997, Walker et al. 2005). Ces mutations sur les gènes de l’APP, 
PS1 ou PS2 favorisent la voie amyloïdogène en augmentant soit: (1) la production 
d’APP et donc de substrat disponible pour les sécrétase, (2) les sites de clivages 
préférentiels disponible sur l’APP ou encore (3) l’activité de la γ-sécrétase et sa 
propension à produire des Aβx-42 (Corder et al. 1993, Sherrington et al. 1995,  
Jankowsky et al. 2004). 
B - Les patients atteins du syndrome de Down développent une pathologie de type 
Alzheimer provenant de l’augmentation du nombre de copies du gène de l’APP due à 
la trisomie 21. 
C - Les dépôts amyloïdes sont suspectés d’être neurotoxiques et participeraient à 
l’apparition des dégénérescences neurofibrillaires.  
Cette hypothèse datant de 1992 stipule que, suite aux mutations entraînant 
une augmentation de leur production et de leur sécrétion, les peptides amyloïdes 
s’accumuleraient dans le parenchyme cérébral. Leur fort pouvoir d’agrégation 
favoriserait leur oligomérisation puis leur fibrillation et enfin la formation de plaques. 
Ces plaques neurotoxiques, provoqueraient alors un stress oxydatif important pour 
les neurones environnants conduisant à l’apparition de dysfonctionnements 
cellulaires, à l’hyperphosphorylation de Tau et donc à la dégénérescence 
neurofibrillaire et enfin à la mort neuronale (Hardy, 1992). 
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Depuis son élaboration, de nombreux travaux et observations sont venus 
appuyer ou infirmer cette hypothèse. Le chapitre suivant résume une partie 
seulement de ses hypothèses et montre comment ces nouvelles informations sont 
venues étoffer l’hypothèse de J.Hardy pour prendre en compte les nouvelles voies 
potentiellement impliquées dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer. 
 
4.C. Une hypothèse incomplète 
Parmi les observations n’appuyant pas cette hypothèse, les études 
comparatives montrent qu’il n’existe pas de corrélation entre la quantité de dépôts 
amyloïdes et la sévérité de la maladie d’Alzheimer ce qui est pourtant le cas pour les 
dégénérescences neurofibrillaires (Nagy et al. 1996, Delacourte et al. 1999, 
Giannakopoulos et al. 2003). De plus, 85% de la mort neuronale constatée peu être 
imputé à la dégénérescence neurofibrillaire (Giannakopoulos et al. 2003). La 
topographie des plaques amyloïdes et des dégénérescences neurofibrillaires sont 
inégales dans plusieurs régions cérébrales. La majorité des modèles cellulaires et 
Figure 15. Hypothèse initiale de la cascade amyloïde. Une séquence 
d’évènements spécifiques partant d’une mutation du gène de l’APP, PS1 ou 
PS2 conduit progressivement à la démence de type Alzheimer. D’après 
Hardy, 1992 
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animaux surexprimant de l’APP muté et/ou de la PS1 mutée, ont certes une forte 
augmentation de production de peptides amyloïdes et la formation de dépôts 
amyloïdes, mais ne montrent pas de dégénérescences neurofibrillaires et la perte 
neuronale est faible. L’exception provient des modèles de primates où il a été montré 
que l’injection intracérébrale d’Aβ fibrillaire synthétique provoque une augmentation 
de la phosphorylation de Tau, une perte neuronale importante et une prolifération 
microgliale seulement chez les macaques rhésus âgés (Geula et al. 1998). Il se 
pourrait donc que les échecs constatés dans les modèles murins proviennent en 
partie du fait que la susceptibilité à la neurotoxicité des Aβ augmente avec la 
longévité du modèle étudié ou dépendent de facteurs spécifiques aux primates et 
aux humains. Ainsi, ces différentes observations ont conduit de nombreux auteurs à 
proposer l’hypothèse d’un rôle primordial de la pathologie Tau dans le processus 
physiopathologique de la maladie d’Alzheimer (Delacourte et al. 2002, 
Giannakopoulos et al. 2003, Bretteville et Planel, 2008). 
Cependant, de nombreuses études viennent appuyer la théorie de la cascade 
amyloïde : 
Les mutations du gène de Tau                                                                         
S’il existe de nombreuses mutations sur le gène MAPT codant pour la protéine Tau, 
celles-ci ne déclenchent pas la maladie d’Alzheimer et sont uniquement liées à la 
démence fronto-temporale (FTDP-17) (Hutton et al. 1998). Ces mutations accélèrent 
la formation de filaments Tau et génèrent une dégénérescence neurofibrillaire 
importante observables dans les modèles in vivo comme par exemple les souris 
surexprimant Tau P301L (Götz et al. 2001a). Ces souris ne présentent aucune 
pathologie de type amyloïde. 
L’Injection d’Aβ intracérébrale augmente les DNF                      
Chez les souris Tau P301L, l’injection par stéréotaxie au niveau de leur cortex 
somatosensoriel et de leur hippocampe (région CA1) de fibrilles synthétiques d’Aβx-42 
augmente la quantité de dégénérescences neurofibrillaires observées d’un facteur 5 
au niveau de l’amygdale (Götz et al. 2001b) par rapport aux souris contrôle. Il est 
observé dans les souris doubles transgéniques issues d’un croisement de souris Tau 
P301L avec des souris Tg2576 surexprimant un APPswedish (APP portant une double 
mutation K670N et M671L retrouver dans des formes familiales de la maladie 
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d’Alzheimer en Suède (Mullan et al. 1992), une forte augmentation d’un facteur 7 de 
la quantité de dégénérescences neurofibrillaires au niveau du bulbe olfactif, de 
l’amygdale et du cortex entorhinal par rapport aux souris Tau P301L (Lewis et al. 
2001).  
Les dépôts amyloïdes seraient antérieurs aux DNFs                                
Si un résultat similaire à été retrouvé chez les souris triples transgéniques 
surexprimant Tau P301L, l’APPswe et une PS1 mutée en M146V, l’apparition des 
dégénérescences neurofibrillaires est postérieure à celle des dépôts amyloïdes 
(Oddo et al. 2003). Cette susceptibilité de Tau aux Aβx-42 semble spécifique à 
certaines régions cérébrales comme l’amygdale et certains gènes pourraient être 
impliqués dans ces mécanismes (Zirlinger et al. 2001).  
Les traitements aux Aβ favorisent l’hyperphosphorylation de Tau         
1) Bien que ces études aient permis d’établir un lien entre les deux lésions 
principales de la maladie d’Alzheimer, le mécanisme reliant les Aβ à Tau est encore 
débattu. Il a été montré récemment que l’Aβ, en se liant potentiellement à un 
récepteur encore non identifié, pourrait entrainer une activation par phosphorylation 
de la protéine Fyn (Src kinase). Fyn pourrait alors moduler l’activité du récepteur 
NMDA par l’intermédiaire de la protéine Tau. Un niveau élevé d’Aβ et de protéines 
Tau hyperphosphorylées entrainerait une diminution de l’activité du recepteur NMDA 
conduisant à une diminution de la potentialisation à long terme, une augmentation de 
l’excitotoxicité et une perturbation de la plasticité synaptique (Ittner et al. 2010, 
Mondragon-Rodriguez et al. 2012, Boehm et al. 2013). 
2) Il a été montré qu’un traitement avec des oligomères d’Aβx-42 peuvent augmenter 
l’expression de l’AK1 (Adénylate Kinase 1) ce qui réduirait la phosphorylation 
inhibitrice de l’AMPK (AMP Kinase) perturbant ainsi son activité (Park et al. 2012). 
Enfin la dérégulation de l’AMPK entraînerait une baisse de phosphorylation inhibitrice 
de la GSK3β, une des principales kinases de Tau. Au final  la GSK3β favoriserait une 
hyperphosphorylation de Tau conduisant à la dégénérescence neurofibrillaire 
(Tomiyama et al. 2010, Park et al. 2012).  
3) D’un autre côté, il a été montré que Cdk5 (Cyclin-Depend Kinase 5) est une des 
kinases de Tau en partie responsable de son hyperphosphorylation (due notamment 
aux nombreux sites de phosphorylation liés à la Cdk5 sur la protéine Tau) (Lund et 
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al. 2001). L’extinction de son expression par ARN interférant conduit à une 
diminution de la quantité de dégénérescences neurofibrillaires observée dans le 
cerveau de souris C57bl/6 sauvages (wt) (Piedrahita et al. 2010). L’exposition aux Aβ 
augmenterait la concentration de calcium Ca2+ intraneuronale conduisant à la 
formation de complexe Cdk5/p25 hyperactifs. Ces complexes sont responsables 
d’une hyperphosphorylation anormale de la protéine Tau et d’une forte 
neurodégénérescence (Ahlijanian et al. 2000, Noble et al. 2003). 
La mutation protectrice du gène de l’APP                           
Récemment une nouvelle mutation a été découverte sur le gène de l’APP. La 
mutation A673T semble protectrice contre le développement de la maladie 
d’Alzheimer (Jonsson et al. 2012). Il a été montré que cette mutation diminuerait le 
clivage de l’APP par BACE1 sans changer son affinité avec cette dernière, réduisant 
ainsi la production de peptides amyloïdes et en particulier l’Aβ42 (Maloney et al. 
2014). 
Finalement, le principal défaut de la cascade amyloïde réside dans la base de 
cette hypothèse. Cette hypothèse a été émise à partir d’observations menées sur les 
formes familiales de la maladie d’Alzheimer à transmission autosomique dominante 
et donc sur des processus physiopathologiques découlant uniquement de mutations 
sur le gène de l’APP ou des présénilines. Si cette hypothèse semble valable pour 1% 
des cas de maladie d’Alzheimer, qu’en est-il pour 99% des autres cas ? C’est 
pourquoi l’étude des formes sporadiques plus tardives apparaissant en général après 
60ans et résultant d’un mélange de facteurs génétiques et de facteurs 
environnementaux est particulièrement importante pour mieux comprendre le 
processus physiopathologique de cette maladie complexe. 
 
4.D. Formes sporadiques de la maladie d’Alzheimer et facteurs de risques 
Contrairement aux formes familiales de la maladie d’Alzheimer, un grand 
nombre de facteurs interagissant entre eux influencent les formes sporadiques. C’est 
la caractéristique principale d’une malade multifactorielle : une intrication de facteurs 
environnementaux et de facteurs génétiques, ou gènes de susceptibilités. Aussi, la 
part de risque de développer la maladie d’Alzheimer attribuable aux facteurs 
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environnementaux est établie entre 20 et 40% contre 60 et 80% pour les risques 
génétiques (Gatz et al. 2006).  
 
4.D.1. Facteurs de risques « environnementaux » de la maladie d’Alzheimer  
 
4.D.1.a. Mode de vie et environnement social 
L’isolement progressif des personnes atteintes de maladies d’Alzheimer 
(institutionnalisation, départ du domicile, éloignement familial) contribue à une 
apparition plus précoce des troubles et à leur aggravation. Ainsi après 80ans, un 
patient sur trois institutionnalisé est atteint de pertes de mémoire ou de 
désorientations temporo-spatiales contre un sur dix restant à domicile et gardant des 
liens sociaux (famille, amis…), être seul augmentant de 60% le risque de développer 
la pathologie (Fratiglioni et al. 2000). Les études prospectives montrent que 
globalement, toutes activités, qu’elles soient physiques (jardinage, bricolage, 
voyages…) ou intellectuelles (apprentissage, lecture, jeux…) nécessitant une 
planification, une organisation et une mémorisation des tâches, semblent limiter les 
risques de maladie d’Alzheimer (Frabrigoule et al. 1995, Fratiglioni et al. 2004).  
Le niveau d’étude, le faible niveau de revenu et le type d’activité professionnel 
(métiers intellectuels/métiers manuels) semblent impacter également sur le 
développement de la pathologie. L’éducation est un marqueur de la réserve 
cognitive. Si un niveau d’éducation peu élevé et/ou une profession intellectuellement 
peu stimulante pourraient favoriser une apparition précoce de la maladie 
d’Alzheimer, à l’inverse, un haut niveau d’étude et/ou une profession intellectuelle 
stimulante renforceraient cette réserve cognitive reculant l’âge d’apparition de la 
maladie d’Alzheimer (Stern et al. 1994, Ngandu et al. 2007). Cet effet serait 
également visible même chez les individus possédant un fond génétique dafavorable 
(par exemple l(allèle ε4 de l’APOE) (Wang et al. 2012, Ferrari et al. 2014). 
Cependant si ces études démontrent un réel effet sur l’âge d’appartion de la 
pathologie, l’éducation ne semblerait pas impacter le processus physiopathologique 
la maladie d’Alzheimer (EClipSE et al. 2010, ou potentiellement imiterait la 
Tauopathie pour Soldan et al. 2013). 
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4.D.1.b. Facteurs de risques vasculaires et métaboliques 
4.D.1.b.1. Maladies cérébrovasculaires  
Si le lien entre démences vasculaires et maladies cérébrovasculaires est 
établi dans la littérature, la relation entre la maladie d’Alzheimer et ces maladies 
cérébrovasculaires n’a été que très récemment mise en évidence (Qiu et al. 2011, 
Kling et al. 2013). Parmis ces maladies sont retrouvées les Accidents Vasculaires 
Cérébraux (AVC), les ischémies cérébrales ou encore l’athérosclérose. 
Le facteur de risque le plus important et commun à ces maladies 
cérébrovasculaires est l’hypertension. L’hypertension chronique est la cause de 
lésions vasculaires importantes tant au niveau périphérique que central. Au niveau 
du cerveau, cette hypertension peut entraîner des AVCs, des micro-hémoragies ou 
encore des lésions de la matière blanche conduisant à l’apparition de problèmes 
cognitifs (Lammie et al. 2002, Firbank et al. 2007). Aussi des études 
épidémiologiques ont pu montrer que les patients atteints de démences présentent 
une pression artérielle plus élevée que les témoins (Stewart et al. 2009).  Dans le cas 
des patients atteints de maladie d’Alzheimer, les lésions de type athérogéniques, 
issues en partie d’une hypertension chronique importante, sont plus nombreuses que 
les individus non malades ou présentant une autre forme de maladadie 
neurodégénérative (Yarchoan et al. 2012).  
L’hypertension artérielle fragilise la barrière hémato-encéphalique au niveau 
des capillaires cérébraux. Ces micros lésions endommageraient progressivement les 
zones cérébrales les plus sensibles conduisant à une dégénérescence des 
synapses, à l’apoptose neuronale et à une augmentation de l’accumulation d’Aβ 
(Perlmutter et al. 1991, Deanes et al. 2004). L’induction de l’hypertension dans des 
modèles de souris conduit à une augmentation de la pathologie amyloïde et à une 
détérioration de la barrière hémato-encéphalique au niveau de leur Cortex  et de leur 
Hyppocampe (Gentile et al. 2009). Aussi, dans un très récent papier présentant un 
modèle d’hypertension réalisé chez des souris APP/PS1, il a été constaté une 
diminution du réseau de capillaires cérébraux de près de 25% liée à une 
augmentation de près de 40% des dépôts amyloïdes cérébro-vasculaires (Cifuentes 
et al. 2015). Enfin, l’hypertension chez le rat âgé conduiait à une diminution de 
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l’expression du gène MAPT codant pour la protéine Tau, ainsi que les gènes codants 
pour les proteines de liaison à l’APP (Csiszar et al. 2013). 
Dans le cas des ischémies cérébrales, conduisant à des lésions plus ou moins 
sévères des régions cérébrales mémorielles comme l’hippocampe ou le thalamus, 
l’hypertension ne serait pas le seul facteur exacerbant les lésions liées à la maladie 
d’Alzheimer. En effet, une sur-expression de CDK5 liée à une augmentation de 
l’apoptose neuronale est retrouvée dans les cas d’ischémies cérébrales (Wen et al. 
2007). Cette protéine est impliquée dans la synaptogenèse et la plasticité 
synaptique, et pourrait favoriser la formation des DNFs en participant à 
l’hyperphosophorylation anormale de Tau (Baumann et al. 1993, Piedrahita et al. 
2010).  
4.D.1.b.2. Hyperinsulinémie et Diabète de type II  
De nombreuses études indiquent un lien important entre la maladie 
d’Alzheimer et les dysfonctions dans la voie de l’insuline (Craft and Watson et al. 
2004, De La Monte et al. 2009). Par exemple, l’hyperglycémie, l’intolérance au 
glucose, l’insulino-resistance et une sécrétion d’insuline défaillante seraient toutes 
liées à l’augmentation du risque de développer une maladie d’Alzheimer (Luchsinger 
et al. 2004, Crane et al. 2013a). Aussi, les patients atteints de maladie d’Alzheimer 
présenteraient des concentrations d’insuline plus basses que les témoins du même 
âge non-malades (Craft and Watson et al. 2004).   
L’insuline est une hormone impliquée principalement dans le métabolisme 
énergénétique et produite par les cellules β des îlots de Langerhans au niveau du 
pancréas. Bien que périphérique, cette hormone peut traverser la BHE grâce à un 
transporteur actif saturable (Banks et al. 1997, Cholerton et al. 2013). Il semblerait 
également que l’insuline puisse être produite directement au niveau des neurones 
(Ghasemi et al. 2013). Au niveau cérébral l’insuline se lie à son récepteur, l’IR 
(Insuline Receptor) et conduit à de nombreux effets comme la régulation de 
l’homéostasie énergétique, la survie neuronale, ainsi que les processus 
d’apprentissage et de mémorisation (Plum et al. 2005, Freude et al. 2009). La fixation 
de l’insuline à son récepteur conduit à une cascade de phosphorylations activatrices 
implicant deux voies importantes : (1) la voie PI3K/Akt (Phosphoinositide 3-
kinase/protéine kinase B) impliquée dans la plasticité synaptique, la consolidation de 
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la mémoire (Horwood et al. 2006), les pertes de mémoires induites par les Aβ 
(Chiang et al. 2010) et la synthèse d’oxide nitrique (NO) (Calabrese et al. 2007) et (2) 
la voie des MAPK (Mitogen-activated protéin kinase) impliquée dans la régulation de 
l’expression de gènes liés à la croissance, à la prolifération, à la maintenance et à la 
réparation neuronale et synaptique particulièrement au niveau de l’hippocampe 
(Akter et al. 2011). Le récepteur à l’insuline et ses substrats les IRS1 à 4 (Insulin 
Receptor Substrate) sont localisés principalement au niveau du bulbe olfactif et de 
l’hypothalamus, ainsi que dans l’hippocampe et le cortex cérébral, deux zones 
particulièrement touchées dans la maladie d’Alzheimer (Plum et al. 2005, Freude et 
al. 2009). De part sa localisation, celle de son récepteur et ses différentes 
implications, l’insuline est une hormone importante pour les processus 
d’apprentissage et de mémorisation et est donc une cible majeure dans le cadre de 
la maladie d’Alzheimer. 
L’insulino-resistance, la réduction du nombre et de l’activité des récepteurs à 
l’insuline et leurs impacts sur la survie neuronale et la plasticité synaptique observés 
post-mortem dans les cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer, sont 
maintenant considérés comme des anomalies faisant partie intégrante de cette 
pathologie (Rivera et al. 2005, Talbot et al. 2012). Il a été constaté qu’une 
hyperinsulinémie périphérique prolongée entraînerait une régulation négative des 
récepteurs à l’insuline au niveau de la BHE et à leur internalisation conduisant ainsi à 
une réduction du transport de l’insuline dans le cerveau (Wallum et al. 1987, Talbot 
et al. 2012). Cette insulino-resistance progressive impacterait et dérégulerait le 
métabolisme du glucose cérébral. Ceci entraînerait une production accrue d’AGEs 
(Advanced Glycation End-products) dérivés les plus délétères du glucose qui 
participeraient et faciliteraient l’aggrégation des peptides amyloïdes en plaques 
séniles et interviendraient dans la formation des dégénérescences neurofibrillaires 
(Kroner et al. 2009, Correia et al. 2012). Il a également été montré que les 
dysfonctions au niveau de la voie de l’insuline et de son récepteur sont corrélées à 
l’hyperphosphorylation de Tau neuronale (Erol et al. 2008). Enfin, Il semblerait 
qu’une hyperinsulinémie prolongée contribue à diminuer la clairance des Aβ. En 
effet, l’insuline et les Aβ entrent en compétition pour la même protéase, l’IDE (Insulin 
Degrading Enzyme), responsable de la clairance des Aβ (Holroyd et al. 2003, Farris 
et al. 2003). Ainsi dans un modèle de souris IDE -/- (délétion homozygote du gène 
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IDE), en plus d’une hyperinsulinémie et d’une intolérance au glucose attendues, les 
auteurs ont constaté une diminution de près de 50% de la dégradation d’Aβ 
endogène conduisant à leur accumulation dans le cerveau (Farris et al. 2003). Ho et 
ses collaborateurs ont également pu montrer dans un modèle de souris APP/PS1 
présentant une hyperinsulinémie induite par un régime spécifique, une diminution de 
la concentration d’IDE et une augmentation de l’accumulation des Aβ (Ho et al. 
2004). Enfin s’il a été montré qu’une hyperinsulinémie prolongée est délétère et 
nocive en favorisant l’accumulation des Aβ, l’injection d’insuline ou d’IGF-1 (Insulin 
Growth Factor 1) entraînerait une diminution de toxicité des oligomères d’Aβ in vivo 
(Carro et al. 2002).                                                                                            
L’insulino-résistance et une perturbation de la voie de l’insuline sont les 
facteurs communs majeurs entre la maladie d’Alzheimer et le diabète de type II. 
Différentes études de population ont pu mettre en évidence une augmentation de 
65% du risque de développer une maladie d’Alzheimer chez les patients présentant 
un diabète (Arvanitakis et al. 2004, Janson et al. 2014). Le diabète de type II est 
caractérisé par une hyperglycémie liée à une insulino résistance résultant de 
dysfonctions au niveau des cellules β pancrétique puis se généralisant à l’ensemble 
de la périphérie et au système nerveux central (Correia et al. 2012). De part les 
altérations de fonctions et de structures constatées au niveau du système nerveux 
central chez les patients atteints de diabète de type II chronique, ce diabète est 
considéré comme un facteur de risque important pour les démences, maladie 
d’Alzheimer incluse (Jellinger et al. 2008). Chez l’humain comme chez la souris, le 
taux d’insuline cérébral est inversement corrélé à l’accumulation d’Aβ et aux stades 
de Braak (Carro et al. 2002, Jolivalt el al. 2008). Si l’insulino-résistance cérébrale 
conduit à une réduction de la clairance des Aβ et donc à leur accumulation, il 
semblerait également que les Aβ soient capable d’induire une diminution du nombre 
de récepteurs à l’insuline présents à la surface des neurones et nécessaires au 
métabolisme glucidique (De Felice et al. 2009) favorisant ainsi l’insulino-résistance 
cérébrale. D’autres anomalies communes à la maladie d’Alzheimer et au diabète de 
type II sont aussi retrouvées telles que la dérégulation du métabolisme du glucose, 
l’augmentation du stress oxidatif lié à des dysfonctions mitochondriales ou encore la 
présence de dépôts amyloïdes (Correia et al. 2012). Aussi, les nombreuses 
similarités entre la maladie d’Alzheimer et le diabète de type II ont permis 
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l’élaboration d’une hypothèse stipulant que la maladie d’Alzheimer serait une forme 
de diabète de type II cérébral ou diabète de type III (Steen et al. 2005, De La Monte 
et al. 2012). Cette hypothèse est cependant contestée pour plusieures raisons : (1) 
l’hyperglycémie présente chez les patients atteints de diabète de type II n’est pas 
retrouvée dans le liquide cérébro-spinal des patients atteints de maladie d’Alzheimer 
et (2) si une insulino-résistance est constatée chez les patients atteints de la maladie 
d’Alzheimer, l’insulino-déficience cérébrale n’a pour l’instant pas été démontrée 
(Talbot et Wang, 2014). 
 
4.D.1.b.3. Dyslipidémie et obésité 
L’hypercholestérolémie (haut niveau de cholestérol mesuré dans le plasma) 
est aussi un facteur de risque de la pathologie Alzheimer (Kivipelto et al. 2001, Reitz 
et al. 2011). Des gènes impliqués dans la régulation et le transport du cholestérol 
dont l’APOE, la CLU (APOJ) ou encore SORL1, sont directement liés à une 
augmentation du risque de développer la maladie d’Alzheimer. Ce cholestérol 
pourrait intervenir dans la maladie d’Alzheimer par deux mécanismes différents. 
D’une part, l’hypercholestérolémie est un facteur de risque de l’athérosclérose 
directement impliquée dans les maladies cérébrovasculaires et facteur de risque 
vasculaire important dans la maladie d’Alzheimer comme décrit précédemment. 
D’autre part, l’hypercholestérolémie pourrait changer la composition des radeaux 
lipidiques, éléments centraux du métabolisme de l’APP contenant les β et γ 
sécrétases et favoriserait une augmentation de l’activité de ces sécrétase et donc 
une augmentation de la production d’Aβ (Fassbender et al. 2001, Korade et al. 2008, 
Rushworth et al. 2010).  
Lié à l’hypercholestérolémie, l’obésité est un facteur de risque important de la 
maladie d’Alzheimer (Witmer et al. 2008, Tolppanen et al. 2014). En plus de 
l’hypercholestérolémie, une forte adiposité favorise l’insulino-résistance, la production 
d’AGEs délétères et une inflammation conduisant à une augmentation du stress 
oxydatif du à la production de ROS (Luchsinger et al. 2009). Ces quatre marqueurs 
de l’obésité, directement impliqués dans la régulation de la production ou de la 
clairance des peptides amyloïdes, sont tous associés à une augmentation du facteur 
de risque de développer la maladie d’Alzheimer. Autre élément important de 
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l’obésité, la leptine est une adipokine jouant un rôle central dans l’homéostasie, le 
stockage et la mobilisation des lipides. Cette hormone pourrait voir son métabolisme 
impacté négativement dans la maladie d’Alzheimer. Outre la corrélation entre un haut 
niveau de leptine circulante et une réduction du risque de développer cette maladie 
(Lieb et al. 2009), la leptine pourrait directement et indirectement influencer la 
cascade amyloïde. En modifiant la composition en lipides des radeaux, la leptine 
diminuerait l’activité de la β-sécrétase, réduisant donc la production d’Aβ et 
augmenterait la formation de complexe APOE-Aβ ce qui faciliterait la clairance des 
peptides amyloïdes (Fewlass et al. 2004). Enfin, cette adipokine inhiberait la GSK3β 
en favorisant sa phosphorylation limitant ainsi l’hyperphosphorylation de Tau (Greco 
et al. 2008 et 2009). C’est pourquoi certains auteurs s’accordent à dire que la 
maladie d’Alzheimer pourrait être aussi une pathologie liée à un désordre 
métabolique (Merlo et al. 2010). De manière intéressante, la relation entre le poids, 
ici l’obésité, et la maladie d’Alzheimer s’inverserait dans les années précédant la 
démence. Ceci serait du à une baisse de poid liée à un défaut de nutrition ou une  
malnutrition apparaissant juste avant la démence (Gustafson et al. 2009). 
 
4.D.1.c. Stress oxydatif  
La mitochondrie est un organite central dans la production et la régulation de 
l’énergie dans la cellule. De nombreuses pathologies, dont la maladie d’Alzheimer, 
sont issues ou présentent une altération du fonctionnement mitochondrial avec pour 
principal effet une augmentation du stress oxydatif en une perturbation important du 
métabolisme énergétique (Pathak et al. 2013). Ce stress oxydatif conduit à la 
perturbation du fonctionnement voir à la mort cellulaire. Dans le cas de la maladie 
d’Alzheimer, plusieures voies entraînent l’augmentation du stress oxydatif.  
L’inflammation consécutive à la formation des dépôts amyloïdes, à la mort 
neuronale ou aux lésions de la BHE favorise l’augmentation du stress oxydatif. La 
perturbation du métabolisme glucidique par l’insulino-résistance et par la 
dyslipidémie (liée à l’hyperinsulinémie ou un défaut dans le transport lipidique)  
entraînerait une dérégulation progressive de la fonction mitochondriale. Les 
mitochondries étant elles-même une source majeure de production de ROS, leur 
dérégulation conduit à la production augmentée de ROS et donc du stress oxydatif 
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qui amplifie le dysfonctionement des mitochondries (Rocha et al. 2010). 
L’accumulation de peptides amyloïdes génère un stress oxydatif important pour les 
neurones et témoigne d’une altération mitochondriale.  
La sur-expression de l’APP et l’augmentation du stress oxydatif provoquent 
une accumulation d’Aβ dans les lysosomes associée à une augmentation de 
l’apoptose (Zheng et al. 2009). Cette accumulation d’Aβ peut perturber directement 
et indirectement les fonctions mitochondriales. Normalement, les Aβ sont acheminés 
au travers de la membrane mitochondriale par une translocase TOMM40 
(Translocase of the Outer Mitochondria Homolog) où ils participent à différents 
processus comme la régulation calcique. Dans le cas d’une surproduction, l’APP 
perturbe l’activité de TOMM40, impliquée dans l’apport de protéines essentielles à la 
mitochondrie (Devi et al. 2006) et l’accumulation d’Aβ dans la mitochondrie 
diminuerait le flux calcique (Mattson et al. 2007). Les altérations subies par les 
mitochondries favorisent la production de ROS (Reactive Oxygen Species) et de 
RNS (Reactive Nitrogen Species). Ces derniers augmentent le stress oxydatif 
provoquant une diminution du transport mitochondrial, contribuent à 
l’hyperphosphorylation de Tau (Reddy et al. 2011) et favorisent la production d’Aβ en 
augmentant l’activité de la β-sécrétase (Devi et al. 2012, Guglielmotto et al. 2009). 
En plus des atteintes neuronales, les mitochondries de la barrière hémato-
encéphalique pourraient être touchées, conduisant à une fragilisation de cette 
dernière et à une diminution de la clairance des Aβ (Vargas et al. 2010). Les Aβ 
pourraient impacter directement la barrière hémato-encéphalique en perturbant le 
fonctionnement de la protéine LRP-1 (Lipoprotein-related peptide-1) responsable de 
la clairance des Aβ favorisant leur accumulation cérébrale (Owen et al. 2010). 
 
4.D.1.d. Autres facteurs de risques environnementaux des formes sporadiques  
Il existe un grand nombre d’autres facteurs potentiels de la maladie 
d’Alzheimer mais dont les réels impacts sont encore discutés. C’est notamment le 
cas de la dépression où une association est retrouvée avec la démence mais la non 
considération de facteurs comme la prise de traitements antidépresseurs ou encore 
le fait que la dépression puisse être une causalité de la démence minimisent les 
résultats de l’étude (Jorm et al. 2000).  
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Bien que soit observée une perte de poids chez 4 personnes sur 10 avant 
l’apparition des premiers symptômes de la maladie d’Alzheimer, les risques liés à 
l’alimentation ou aux polluants sont difficiles à étudier car très variés et difficiles à 
isoler. Aussi si l’obésité est un facteur de risque de la maladie d’Alzheimer, il est 
difficile de déterminer si les régimes diététiques (comme le régime méditerranéen) 
protègent réellement contre la pathologie (Gu et al. 2010). La consommation de 
produits riches en antioxydants (le vin par exemple) contribuerait à réduire l’incidence 
de la maladie d’Alzheimer (Orgogozo et al. 1997). In vitro, la vitamine E pourrait 
limiter la formation de complexes Aβ-lipides peroxydés (Nagano et al. 2004). 
Récemment il a été observé in vivo dans un modèle de souris qu’une consommation 
régulière de caféine pourrait réduire le déclin cognitif en limitant 
l’hyperphosphorylation de Tau (Laurent et al. 2014). Enfin, certains polluants 
retrouvés notamment dans l’eau comme l’aluminium ou le plomb, pourraient faciliter 
l’agrégation des Aβ et ainsi augmenter le risque de développer la maladie 
d’Alzheimer (Martyn et al. 1997, Wu et al. 2008). 
 
4.D.2. Facteurs de risque génétiques de la maladie d’Alzheimer  
 
4.D.2.a. Le gène de l’APOE 
L’Apolipoprotéine E4 (APOE4) est le premier facteur de risque génétique de la 
maladie d’Alzheimer ayant été mis en évidence et représenterait 20% de la 
composante génétique des formes sporadiques (Corder et al. 1993, Farrer et 
al.1997). Situé en position q13.2-13.3 sur le chromosome 19 humain, l’APOE 
possède trois allèles ε2, ε3 et ε4, conduisant respectivement à la génération des trois 
isoformes APOE2, APOE3 et APOE4 (Mahley et al. 1988). L’APOE4, facteur de 
risque majeur porté par l’allèle ε4, est retrouvé dans 10 à 15% dans la population 
générale (70 à 80% pour l’ε3 et 5 à 10% pour l’ε2). Etre porteur d’un seul allèle ε4 
augmente le risque de développer la maladie d’Alzheimer de 3 à 5 fois, et porter les 
deux allèles ε4 (hétérozygote : APOε4/3 ou APOε4/2, homozygote : APOε4/4) 
augmente ce risque d’au moins un facteur 10. Aussi être porteur de l’allèle ε4 
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diminue la moyenne d’âge de début d’apparition de la pathologie de 6 à 7 ans 
(Corder et al. 1993, Kuusisto et al. 1994, Kurz et al. 1996).  
Au niveau du cerveau (deuxième organe à produire cette protéine derrière le 
foie, Elshourbagy et al. 1985), l’ApoE est le principal transporteur de lipides formant 
les lipoprotéines à hautes densité (HDL) à partir de phospholipides et de cholestérol 
(Huang et al. 2004, Mahley et al. 2006). Capable de capter divers lipides (cholestérol, 
acides gras et phospholipides) et lipoprotéines (HDL, LDL lipoprotéines à faible 
densité et VLDL lipoprotéines à très faible densité) l’ApoE régule et contrôle leur 
transport et leur redistribution dans le cerveau en servant de ligand aux récepteurs 
aux lipoprotéines situés à la surface cellulaire (comme le récepteur aux LDL) 
(Weisgraber et al. 1996, Huang et al. 2004). Ainsi l’ApoE pourrait rediriger les lipides 
vers les cellules ayant subi des dégâts membranaires chez le rat, aiderait à la 
synaptogenèse et à la maintenance des connexions synaptiques (Pfrieger et al. 
2003). La capacité de l’APOE à moduler le métabolisme, le transport et la répartition 
du cholestérol lui donne un rôle crucial dans de nombreux métabolismes dépendants 
notamment des radeaux lipidiques comme le métabolisme de l’APP (Wahrle et al. 
2002, Cordy et al. 2003).  
Au niveau neuropathologique, Il a été montré qu’un taux élevé d’ApoE4 
entraîne une altération mitochondriale conduisant à une augmentation du stress 
oxydatif et à une déstabilisation du métabolisme énergétique des neurones (Roses et 
al. 2006, Zhong et al. 2009). Contrairement à l’APOE4, l’expression d’APOE2 et 
d’APOE3 semble protectrice chez l’humain comme chez la souris (Corder et al. 1994, 
farrer et al. 1997, Buttini et al. 1999, Raber et al. 1998, Tiraboschi et al. 2004).  
Chez les patients atteints de maladie d’Alzheimer, Il a été montré que le 
niveau d’expression d’APOE est inversement corrélé à la quantité de dépôts 
amyloïdes observée (Lambert et al. 2005) et une diminution de la quantité de dépôts 
amyloïdes est constatée dans un modèle de souris KO (Knock-Out, où extinction 
d’un gène) pour le gène de l’APOE (Bales et al. 1997). De plus, les analyses 
histologiques de cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer montrent 
que l’ApoE est présent au sein des plaques amyloïdes. Ces observations indiquent 
probablement une association directe entre l’ApoE et l’Aβ, de nombreux travaux ont 
pu montrer une liaison entre l’ApoE et l’Aβ directe en in vitro ou en ex vivo 
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(Strittmatter et al. 1993, LaDu et al. 1994). Cet ApoE semble intervenir sur plusieurs 
facettes du métabolisme de l’APP : production, clairance et accumulation.   
Production                 
Un taux élevé en cholestérol central est associé avec l’allèle ε4 (Tao et al. 2014) et 
une forte concentration en cholestérol provoquerait une réorganisation de ces 
radeaux qui favoriserait une augmentation d’activité de la β-sécrétase et de la γ-
sécrétase, responsable de la production des Aβ (Wahrle et al. 2002, Cordy et al. 
2003) et diminue l’activité de l’α-sécrétase (Kojro et al. 2001). Ces modifications 
d’activité des sécrétases favoriseraient la voie amyloïdogène et donc la production 
d’Aβ.  
Clairance                  
Si la clairance des peptides amyloïdes diminue au cours du vieillissement, L’ApoE4 
aggraverait cette diminution (Tanzi et al. 2004). La réduction de la clairance des Aβ 
par l’ApoE4 pourrait se faire de manière directe et indirecte : les complexes formés 
par ApoE4-Aβ sont éliminés nettement moins rapidement que les complexes ApoE-
Aβ, Apo2-Aβ ou ApoE3-Aβ à travers la barrière hémato-encéphalique (Castano et al. 
1995, Bell et al. 2007, Deane et al. 2008) et l’ApoE réduirait aussi indirectement la 
clairance des Aβ en diminuant l’expression de l’Insulin Degrading Enzyme (IDE) 
capable de dégrader les Aβ (Farris et al. 2003, Jiang et al. 2008, Du et al. 2009).  
Accumulation                
En plus de réduire leur clairance, l’ApoE4 pourrait favoriser l’accumulation des 
peptides amyloïdes (Aβ) fibrillaires en se liant directement aux Aβ (Castano et al. 
1995, Stratman et al. 2005, Reiman et al. 2009).  
 
4.D.2.b. Les autres déterminants génétiques de la maladie d’Alzheimer 
Si l’APOE4 représente à lui seul 20% du risque génétique de développer la 
maladie d’Alzheimer, 80% de cette composante génétique restait à déterminer. 
Cependant, la mise en évidence de nouveaux déterminants génétiques de cette 
pathologie a longtemps été freinée par des limites technologiques et 
méthodologiques (Lambert et al. 2007): le nombre restreint de participants au sein 
des études cas-témoins, la variabilité entre individus de différentes études et 
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l’hétérogénéité des échantillonnages. Dans un premier temps, les études 
d’association par approche gène-candidats ont identifié le gène du Sortilin Related 
receptor (SORL1), impliqué dans le trafic intracellulaire du Précurseur du Peptide 
Amyloïde (APP) (Rogaeva et al. 2007, Reitz et al 2011).  
L’apparition des puces à ADN, des études de grandes populations, d’une 
collaboration étroite et organisée entre les centres de données et de prélèvements et 
de la génomique à haut débit,  ont permis l’analyse du génome de plusieurs dizaines 
de milliers d’individus et d’étudier simultanément et sans a priori des millions de 
polymorphismes (single nucleotide polymorphism ou SNP). Ainsi en 2009, les 
premières études d’association pangénomiques (GWA) à avoir mis en évidence de 
nouveaux gènes de susceptibilités pour la maladie d’Alzheimer (en plus de l’APOE4) 
sont les travaux d’Harold et al. pour CLU (Clusterine ou APOJ) et PICALM 
(Phosphatidylinositol-binding Clathrin Assembly Protein), ceux de Lambert et al. pour 
la CLU et CR1 (Complement component Receptor 1). D’autres gènes d’intérêts ont 
suivi après ces deux premières études : Bin1 (Bridging Integrator 1 ou Amphiphysine 
2) (Seshadri et al. en 2010), ABCA7 (ATP Binding Cassette A7), EPHA1, CD2AP et 
MS4A6A/MS4A4E en 2011 dans les études de Hollingworth et al. et Naj et al.. Enfin, 
la récente méga méta-analyse réalisée part le consortium IGAP (International 
GenomicS of Alzheimer’s Project) sur plus de 74000 sujets à permis de déterminer 
12 nouveaux gènes de susceptibilité (en plus des 9 cités précédemment), incluant 
SORL1 (Lambert et al. 2013).  
Certains de ces gènes pourraient influencer directement la production et la 
clairance des peptides amyloïdes comme c’est le cas de l’APOE ou de SORL1. La 
CLU, impliquée comme l’APOE dans le transport de lipides, serait capable de se 
complexer avec les Aβ favorisant ainsi leur clairance en participant à leur endocytose 
(DeMattos et al. 2004). Le CR1 fait partie de la voie du complément et est le 
récepteur du C3b et du C4b, favorisant l’internalisation des complexes immuns. CR1 
pourrait favoriser la clairance des Aβ, ces derniers étant connus pour se complexer 
avec le C3b (Crehan et al. 2012). PICALM est connue pour recruter les clathrines sur 
les sites d’ancrage des vésicules intracellulaires et ainsi favoriser l’endocytose 
(Tebar et al. 1999). Il a récemment été montré que PICALM et Tau anomalement 
hyperphosphorylée colocalisent au niveau des dégénérescences neurofibrillaires 
dans le cerveau des patients atteints de maladie d’Alzheimer (Ando et al. 2013). 
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PICALM et Tau pourraient être clivées par les même caspases (Ando et al. 2013). 
BIN1 a pour rôle de contrôler l’endocytose médiée par les clathrines, le 
bourgeonnement des vésicules d’endocytose et la dynamique du cytosquelette (Pant 
et al. 2009), contrôlant potentiellement ainsi une partie du métabolisme de l’APP. 
Récemment il a été montré que BIN1 pourrait interagir avec Tau (Chapuis et al. 
2013), protéine de stabilisation des microtubules impliquée, lorsqu’elle est 
anormalement hyperphosphorylée, dans les dégénérescences neurofibrillaires 
composant la pathologie Alzheimer. 
 
 
 
Tous ces résultats ont permis d’enrichir l’hypothèse de la cascade amyloïde et 
de montrer que cette hypothèse ne serait seulement valable pour les formes 
familiales de la maladie d’Alzheimer mais pourrait être aussi généralisables. L’étude 
approfondie des formes sporadiques a ainsi permis l’émergence de nouvelles 
hypothèses concernant la maladie d’Alzheimer mais aussi d’améliorer et  de 
renforcer l’hypothèse de la cascade amyloïde (Fig.16). Ainsi il a été démontré que les 
plaques amyloïdes ne semblent pas être responsables des mécanismes 
pathologiques. Ce rôle serait tenu par l’accumulation préférentielle d’Aβx-42, soit par 
surproduction soit par une diminution de leur clairance, et la formation d’oligomères 
d’Aβx-42 très neurotoxiques (Hardy et al. 2002). Les plaques séniles seraient au final 
une résultante de la pathologie amyloïde. Par exemple, dans un modèle murin il a 
été montré que l’accélération de la fibrillogenèse des Aβ contribuait à améliorer les 
déficits fonctionnels observés chez ces souris en diminuant la concentration en 
oligomères (Cheng et al. 2007). Au final, ces observations et hypothèses mettent 
toutes en avant le rôle central du métabolisme de l’APP ainsi que l’équilibre entre 
production, clairance et dégradation du peptide amyloïde et de sa toxicité au niveau 
cellulaire. 
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Figure 16. Schématisation de l’évolution de la cascade amyloïde . Ceci tient 
compte des nouvelles hypothèses : défaut de clairance des Aβ  et accumulation, stress 
oxydatif, détériorations métaboliques et métabolisme et Tau. Cette actualisation 
centralise l’Aβx-42, son accumulation/diminution et sa clairance progressive, exacerbés 
par le stress oxydatif et les problèmes métaboliques apparaissant au cours du 
vieillissement.  
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5. Homéostasie et régulation du métabolisme de l’APP 
Si les formes familiales de la maladie d’Alzheimer touchent essentiellement et 
spécifiquement les gènes de l’APP et des présénilines expliquant l’augmentation de 
production et/ou de clivage de l’APP, il n’en va pas de même pour les formes 
sporadiques. En effet, ces formes pourraient être caractérisées par un déséquilibre 
de la balance du métabolisme de l’APP : production/dégradation, voie 
amyloïdogène/voie non-amyloïdogène et Aβx-40/Aβx-42. Il est donc capital de mieux 
cerner les évènements qui modulent le métabolisme de l’APP comme par exemple le 
trafic vésiculaire ou les voies de dégradation. 
 
5.1. Régulation du trafic membranaire de l’APP 
La dynamique membranaire est impliquée directement dans la modulation du 
métabolisme de l’APP. En effet, La composition de la membrane plasmique en 
phospholipides versus cholestérol modifie les caractéristiques physico-chimiques de 
cette membrane ainsi que sa teneur en radeaux lipidiques. Ces radeaux sont des 
éléments clé de la plupart des métabolismes passant par la membrane plasmique : 
ils concentrent les protéines amenées à interagir entre elles et facilitent l’endocytose 
(en concentrant les clathrines par exemple). La β-sécrétase et la γ-sécrétase sont 
présentes dans ces radeaux lipidiques et une forte concentration en cholestérol 
réorganiserait ces radeaux conduisant à une augmentation d’activité de la β-
sécrétase et de la γ-sécrétase (Wahrle et al. 2002, Cordy et al. 2003). A contrario, 
une faible concentration en cholestérol membranaire faciliterait l’activité α-sécrétase 
(Kojro et al. 2001, Querfurth et al. 2010). Des protéines membranaires sont connues 
pour stabiliser l’APP à la membrane plasmique, retardant son internalisation et 
favorisant ainsi l’α-sécrétase au détriment de la voie amyloïdogène. C’est notamment 
le cas de la Fe65 (Fiore et al. 1995). 
 
5.2. Contrôle de la sécrétion et exosomes  
L’APP membranaire est préférentiellement engagé dans la voie non-
amyloïdogène et génère des fragments APPs-α qui sont directement libérés dans le 
milieu extracellulaire. La voie amyloïdogène est minoritaire et produit des Aβ à 
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l’intérieur des endosomes et lysosomes. Or, dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, 
cette voie est favorisée et conduit à une sécrétion de ces Aβ. La voie permettant de 
faire transiter les Aβ depuis les endosomes vers le milieu extracellulaire pourrait être 
en partie responsable de la pathologie amyloïde.  
Il a été montré dans les GWAs que SORL1 est un des gènes de susceptibilité 
des formes sporadiques de la maladie d’Alzheimer (Rogaeva et al. 2007, Lambert et 
al. 2013). D’ailleurs son expression est diminuée dans les cerveaux de patients 
atteints de cette maladie (Scherzer et al. 2004). Or chez la souris, une sur-
expression de SORL1 entraîne une diminution de la quantité d’Aβ tandis que son 
extinction est liée au résultat inverse (Andersen et al. 2005, Offe et al. 2006).  
SORL1 (ou SORLA) est une protéine transmembranaire de 250kDa 
(Yamazaki et al. 1996) impliquée dans le contrôle du trafic intracellulaire de l’APP 
(Herskowitz et al. 2012, Fjorback et al. 2012). Cette protéine intervient directement 
sur les acteurs du trafic antérograde et rétrograde de l’APP (comme AP1 ou GGA) 
entre le réseau Transgolgien et la voie endosome/lysosome. Ainsi, SORL1 pourrait 
séquestrer une partie de l’APP néo-généré dans le réseau transgolgien et/ou 
l’amener directement vers la voie de dégradation endosome/lysosome sans passer 
par la voie de sécrétion (Schmidt et al. 2012, Nielsen et al. 2007). En le séquestrant 
dans le réseau transgolgien, SORL1 empêcherait la formation d’homodimères d’APP 
qui sont normalement les substrats préférentiels des sécrétases (Schmidt et al. 
2012). De cette manière, SORL1 limiterait l’apport d’APP aux deux voies du 
métabolisme de l’APP. Enfin, SORL1 serait capable d’amener les Aβ néo-synthétisés 
directement vers la voie de dégradation lysosomale (Caglayan et al. 2014).  
Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, l’expression de SORL1 pourrait être 
diminuée, entraînant une diminution de séquestration de l’APP dans le réseau 
Transgolgien et une diminution de sa dégradation dans la voie lysosomale au profit 
de la voie amyloïdogène. De plus, il a été observé que cette diminution conduit à une 
accumulation d’Aβ dans des corps multi-vésiculaires qui peuvent fusionner avec la 
membrane plasmique et former des exosomes dans le milieu extracellulaire, 
participant ainsi à l’accumulation progressive des peptides amyloïdes (Sharples et al. 
2008, Rajendran et al. 2006). 
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5.3. Voie endosome/lysosome et catabolisme intracellulaire de l’APP 
Si le métabolisme de l’APP résulte d’une régulation entre son trafic vers les 
différents compartiments cellulaires et les différentes voies de dégradation 
potentielles, une partie de cette régulation est dépendante de séquences peptidiques 
sur l’APP, permettant son adressage aux différents compartiments cellulaires où il 
sera métabolisé, voire dégradé.  
Ces séquences spécifiques sont localisées dans la partie C-terminale de 
l’APP (Lai et al. 1995 ; Kouchi et al. 1998 ; Kouchi et al. 1999) et semblent toutes 
impliquer le lysosome puisqu’aucune d’entre elles ne semble cibler le protéasome 
(Fig.17). 
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Figure 17. Motifs spécifiques présents dans la partie C-terminale de 
l’APP695, de l’APLP1 et de l’APLP2 . En orange, la séquence d’internalisation est 
impliquée dans l’internal isation de l’APP depuis la<membrane. La séquence d’adressage 
au lysososme en violet permet de contrôler l’adressage de l’APP vers ce compartiement, 
Le motif du CMA (l’autophagie médiée par des proteins chaperonne)  est ici potentiel. 
Enfin les deux sites de phosphorylation, la Thréonine 668 et la Tyrosine 682 sont en 
partie impliqués le contrôle du trafic intracellulaire de l’APP.  
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L’APP possède un motif particulier, -Y682ENPTY687- (ou -Y682xPxY-), 
nécessaire à son endocytose lorsque cette protéine a atteint la membrane cellulaire 
(Fig.17) (Lai et al. 1995, Lee et al. 2008). Cette internalisation nécessite l’intervention 
des clathrines et de protéines adaptatrices qui vont stabiliser l’APP à la membrane 
comme Fe65, permettant à l’APP d’être acheminé vers la voie endosome/lysosome 
pour y être métabolisé par les enzymes clé de la voie amyloïdogène (Fiore et al. 
1995).  
Par des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation, la thréonine 668 
et la tyrosine 682 localisées au début de la séquence -YENPTY-, joueraient un rôle 
important dans la régulation de la dégradation de l’APP par cette voie d’endocytose 
(Fig.17) (Lai et al. 1995). En effet, la phosphorylation de ces sites entraînerait un 
changement de conformation de l’extrémité C-terminale de l’APP, l’empêchant 
d’interagir avec Fe65 (nécessaire pour son internalisation) ou d’autres protéines 
impliquées dans la transduction du signal comme Grb2 (Suzuki et Nakaya, 2008, 
Tamayev et al. 2009). 
Complémentairement au motif consensus -YENPTY-, la séquence -YxxØ- (-
Y687KFF690- sur l’APP695) (où Ø est un acide aminé très hydrophobe) pourrait 
permettre à l’APP d’être transloqué dans le lysosome (Fig.17) (Lai et al. 1995). Ce 
motif permettrait un accès direct de l’APP au lysosome depuis le réseau 
Transgolgien sans passer par la membrane (Braulke et Bonifacino, 2009).  
Le motif -KFERQ- est une séquence consensus permettant aux protéines 
cytosoliques d’être reconnues de façon spécifique par la voie d’autophagie régulée 
par des protéines chaperonnes (Chaperone-Mediated Autophagy - CMA) les 
amènenant directement vers le lysosome pour leur dégradation (voir 
3.E.4. Autophagie) (Fig.17) (Kouchi et al., 1999). Cette séquence serait présente 
dans la partie C-terminale de l’APP sous forme -K688FFEQ692- et pourrait limiter 
accès de l’APP à la membrane en le dégradant précocemment et réduirait ainsi son 
entrée dans les voies amyloïdes et non-amyloïdes.  
Les protéases intervenant dans le catabolisme de l’APP au sein du lysosome 
sont des cathepsines. Les cathepsines sont essentielles pour l’élimination des 
protéines et ainsi évitent leur accumulation qui deviendrait pathologique. Au cours du 
vieillissement normal, il a été constaté que l’activité des cathepsines D, E et B était 
 
 
- 78 - 
 
augmentée dans le cerveau de rats (de 2 à 28mois) sauf pour la cathepsine L qui est 
diminuée (Nakanishi et al. 1994, 1997). Une perturbation progressive de la balance 
de dégradation lysosomale pourrait donc engendrer des neuropathies liées à l’âge. 
Le lysosome est un organite dont la particularité repose sur l’acidification importante 
de son milieu interne. L’acidification est réalisée grâce à de nombreuses pompes à 
protons localisées dans la membrane lysosomale (Weisz, 2003). Cet organite 
contient de nombreuses protéases dont l’activité enzymatique est optimale à pH 
acide (pH 3,5 à 5).  
Bien que la membrane du lysosome soit imperméable et que la plupart des 
cathepsines soient inefficaces à pH neutre comme les cathepsines B, H et L, les 
cathepsines D, E et S semblent capables de fonctionner dans le cytoplasme et 
même en milieu extracellulaire (Bednarsky et Lynch, 1996, Turk et al. 2000). Ainsi, 
les cathepsines D, B et L actives ont été retrouvées au niveau des plaques séniles, 
marquant peut être une fragilisation membranaire du lysosome dans la maladie 
d’Alzheimer (Berstein et al. 1989 Nakamura et al. 1989, Cataldo et al. 1991). Une 
autre hypothèse basée sur les vésicules de sécrétions viendrait étayer ces 
observations : les cathepsines B et L sont retrouvées au niveau des vésicules de 
sécrétions et la cathepsine B est capable d’agir comme une β-sécrétase en clivant 
l’APP en Aβ dans ces vésicules (Hook et al. 2002, 2005). Une inhibition de la 
cathepsine B conduit à une diminution du niveau d’Aβ cérébral chez la souris (Hook 
et al. 2008). La cathepsine D est considérée comme la protéase majoritairement 
responsable de la clairance des Aβ au niveau intracellulaire chez l’Homme et le rat 
(McDermott et Gibson, 1996). Bien que des expériences menées sur des souris 
déficientes en cathepsine D excluent un rôle direct de cette cathepsine en tant que 
sécrétase (Saftig et al. 1996), il a été montré que, comme la cathepsine B, la 
cathepsine D peut cliver l’APP et générer des Aβ in vitro, suggérant son implication 
potentielle comme β-sécrétase (Sadik et al. 1999).  
 
5.4. Voies de l’autophagie et du protéasome 
Le protéasome est la voie de dégradation des protéines majoritaire dans la 
cellule. Les protéines cibles du protéasome doivent posséder une séquence 
spécifique leur permettant d’être ubiquitinylées par l’ubiquitine ligase en partie N-
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terminale et ainsi être dégradées (Lehman, 2009). Bien que des études aient montré 
que le protéasome interviendrait dans le processus physiopathologique de la MA, 
notamment en dégradant les protéines TAU, aucun motif consensus n’est présent 
sur l’APP. 
Au-delà de ces mécanismes de dégradation spécifiques, il existe dans la 
cellule des mécanismes de dégradation généraux. L’autophagie est une voie 
importante de dégradation dans la cellule (Fig.18). Outre son rôle dans la mort 
cellulaire programmée, l’autophagie existe dans la cellule «normale » 
essentiellement pour son rôle dans la dégradation des surplus de protéines ou dans 
l’élimination d’organites endommagés (Klionsky et al. 2011). Il existe en tout trois 
formes d’autophagies : la macroautophagie, la microautophagie et l’autophagie 
médiée par des proteins chaperonnes ou CMA (Fig.18).   
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Figure 18. Représentation schématique des différentes voies d’autophagie 
dans la cellule. Seule  la CMA est une voie spécifique de dégradation nécessitant un 
motif particulier présent dans la partie C -terminale des protéines cytosoliques.  D’après 
Feng et al. 2014 et Wiraman et al. 2012 
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La macroautophagie est responsable de l’élimination des protéines qui ont 
échappé à leur dégradation par le protéasome, mais aussi de la dégradation 
d’organelles (Fig.18). Dans un premier temps, une double membrane provenant de 
différents compartiments cellulaires (réticulum endoplasmique, mitochondrie, appareil 
de Golgi (Axe et al. 2008, Yen et al. 2010)) appelée phagophore s’allonge et vient 
séquestrer des protéines du cytoplasme et des organelles puis se referme pour 
former un autophagosome. Ce dernier fusionne avec le lysosome pour former une 
vésicule autophagique acide et relargue le corps autophagique dans le lumen qui est 
ensuite dégradé par des hydrolases vacuolaires (Suzuki et al. 2007). Le 
bourgeonnement et la formation de l’autophagosome sont régulés par un complexe 
de protéines membranaires nommées Atg (Autophagy-related protein). Il a été 
observé que le blocage de la formation des autophagosomes entraîne une 
accumulation de Tau et d’Aβ.  
La microphagie est indépendante de l’autophagosome et débute par la 
formation de cargos de protéines devant être dégradés (Fig.18). Ces cargos sont 
alors invaginés dans la vacuole autophagique pour être directement dégradés par 
des hydrolases vacuolaires (Kunz et al. 2004). Peu ou pas d’informations sont 
disponibles quant à son implication dans la maladie d’Alzheimer.  
Enfin, la CMA est, à ce jour, décrite comme la seule voie de dégradation 
autophagique spécifique du lysosome (Fig.18). La présence d’un motif -KFERQ- sur 
une protéine cible est nécessaire pour qu’elle soit reconnue par un complexe de 
protéines chaperonnes spécifique de la voie du CMA dont la protéine Hsc70 (Heat 
Shock 70), qui va acheminer la protéine au lysosome (Fig.18) (Massey et al. 2006). A 
son arrivée, le complexe est reconnu par Lamp2a, un récepteur de la membrane 
lysosomale qui permet la translocation de la protéine porteuse de la séquence -
KFERQ- dans le lysosome afin qu’elle y soit dégradée (Fig.18) (Bandyopadhyay et 
al. 2010, Dice et al. 2007). Cette séquence consensus est présente sur les protéines 
Tau et α-synucléine qui sont dégradées par la CMA (Wang et al. 2009, Vogiatzi et al. 
2008). Bien que cette voie d’autophagie concerne principalement les protéines 
cytosoliques (Massey et al. 2006), il existe aussi une séquence -K688FFEQ692- 
ressemblant au motif -KFERQ- sur l’APP, qui permettrait à cette dernière d’être 
reconnue et dégradée par la voie de la CMA (Kouchi et al., 1999). 
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5.5. Mitochondries et catabolisme intracellulaire de l’APP 
Le métabolisme de l’APP peut être régulé par les fonctions mitochondriales de 
deux manières différentes. Premièrement, L’APP pourrait s’ancrer dans les 
membranes mitochondriales : elle formerait un complexe avec les translocases TOM  
(Translocase of the Outer Mitochondrial Membrane) et TIM (Translocase of the Inner 
Mitochondrial Membrane) et la partie transmembranaire de l’APP serait insérée dans 
la membrane externe mitochondriale laissant dépasser sa partie C-terminale en 
dehors de la mitochondrie (Anandatheerthavarada et al. 2003, Pavlov et al. 2011). 
De là, l’α-sécrétase et la β-sécrétase pourraient cliver la partie externe de l’APP 
laissant un fragment N-terminal dans la membrane mitochondriale. Il a été montré 
que la γ-sécrétase est aussi localisée au niveau de la mitochondrie, permettant de 
cliver le fragment restant d’APP en peptide amyloïde dans la mitochondrie (Pavlov et 
al. 2011). L’autre possibilité est la translocation directe des Aβ à l’intérieur de la 
mitochondrie via le complexe TOM (Pinho et al. 2014). Des zones de contact entre le 
réticulum endoplasmique et les mitochondries appelées MAM (Mitochondria 
Associated endoplasmique reticulum Membranes) faciliteraient ces translocations 
directes ainsi que le clivage de proximité par la γ-sécrétase (Area-Gomez et al. 
2009). 
A l’intérieur de la matrice mitochondriale, les Aβ accumulés peuvent être 
dégradés par la métalloprotéase PreP (Presequence Protease) (Mzhavia et al. 1999, 
Falkevall et al. 2006). Les clivages de l’Aβ par la PreP se situent dans la séquence 
C-terminale hydrophobique de l’Aβ empêchant ainsi son agrégation. Chez les 
patients atteints de la maladie d’Alzheimer, l’activité de la PreP est diminuée 
spécifiquement dans les zones les plus touchées par les accumulations d’Aβ, comme 
le lobe temporal (Pinho et al. 2014). Cette réduction d’activité ne serait pas liée à une 
diminution de la quantité de PreP mais due à l’accumulation progressive de radicaux 
libres ou ROS (Alikhani et al. 2011), capables d’inhiber l’activité de PreP in vitro 
(Teixeira et al. 2012). Or l’accumulation progressive d’Aβ dans la mitochondrie 
conduit à une augmentation de la production de radicaux libres qui inhibent la 
protéine PreP et donc favorisent l’accumulation d’Aβ, cette amplification favorisant au 
final la production et la sécrétion d’Aβ ainsi que la dégénérescence synaptique 
(Calkins et al. 2011, Manczak et al. 2011). 
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Ainsi, l’exploration de nouvelles voies de régulations et/ou de dégradation de 
l’APP est devenue une des meilleures approches pour mieux appréhender le 
processus physiopathologique de la MA.  
 
 
 
6. Famille des ADAMs, implication dans la neuropathie Alzheimer 
Le rôle crucial des ADAMs 10, 17 et 9 en tant qu’α-sécrétases autant dans la 
maladie d’Alzheimer que dans la physiologie normale, à permis de mettre en avant 
cette famille de métalloprotéases impliquées dans de nombreux processus 
biologiques. De nombreux travaux ont pu mettre en évidence que d’autres ADAMs 
pourraient intervenir dans le métabolisme de l’APP comme ADAM8 ou ADAM19 qui 
auraient une activité α-sécrétase (Naus et al. 2006, Tanabe et al. 2007). La structure 
des ADAMs étant très conservée au cours de l’évolution, il se pourrait que le rôle 
d’autre ADAMs dans le métabolisme ou le catabolisme de l’APP soit à déterminer.  
 
6.A. Evolution des ADAMs 
D’après la classification MEROPS (base de données en ligne pour les 
protéases et leurs inhibiteurs), les ADAMs appartiennent à la sous famille des  
protéases adamalysines M12B tout comme les ADAMTSs, les MMPs (Matrix 
Metalloproteases) et les SVMPs (Snake Venom metalloproteinases) 
(http://merops.Sanger .ac.uk/, Rawlings et al. 2014). Ces ADAMs ont été 
caractérisées initialement au niveau du venin de serpent et dans les protéines du 
sperme associées à la fertilité (Wolfsberg et al. 1995). A ce jour, il existe 38 ADAMs 
répertoriées dont 21 sont retrouvées chez l’humain (Fig.19) contre 37 chez la souris. 
On peut classer les ADAMs en deux catégories : 13 d’entre elles possèdent une 
activité protéase et les 8 autres n’en possèdent pas (Fig.19). L’activité protéase est 
caractérisée par la présence d’une séquence consensus très conservée chez les 
ADAMs, HEXGHXXGXXHD, localisée au niveau du domaine métalloprotéase (Bode 
et al. 1993). Les trois Histidines de cette séquence permettent la liaison d’un ion zinc 
(Zn2+), capitale à l’activité catalytique de ces ADAMs d’où le terme 
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« métalloprotéase ». Cependant, les ADAMs ne possédant pas de séquence de 
liaison au zinc possèdent tout de même un domaine métalloprotéase qui leur permet 
de fixer d’autres protéines.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Un autre classement peut être effectué en fonction de l’évolution structurale et 
de la phylogénie des ADAMs. Le génome d’un chordé primitif, Ciona intestinalis, 
contient 4 gènes d’ADAMs précurseurs : ADAMa et ADAMb, précurseurs des 
ADAM17 et 10, et les ADAMc1 et c2, précurseurs des ADAM2, 7, 8, 9, 11, 12, 15, 
18, 19, 22, 23, 28, 32 et 33. Les autres ADAMs comme ADAM30 sont apparues plus 
tard au cours de l’évolution chez les vertébrés (Huxley-Jones et al. 2007). Et c’est 
notamment grâce à la structure caractéristique très conservée que de nouvelles 
ADAMs ont été découvertes. 
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Figure 19. Hiérarchisation des 21 ADAMs humaines. Les deux tiers des ADAMs 
possèdent une activité protéase et un tiers présente une localisation testiculaire. La 
séquence HEXGHXXGXXHD est un motif hautement conservé chez les ADAMs possédant 
un domaine catalytique actif et leur permettent de recruter un io n métallique nécessaire à 
leur activité. D’après Edwards et al. 2008 
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6.B. Structure des ADAMs 
En plus du peptide signal leur permettant de s’engager dans la voie de sécrétion 
pour maturer, toutes les métalloprotéases partagent la même caractéristique : elles 
possèdent toutes un domaine métalloprotéase couplé à un prodomaine (Fig.20).  
Le prodomaine agit comme une chaperonne endoprotéique qui empêche 
l’activation du site catalytique, participe à la bonne conformation de la protéase et 
prévient le site des dégradations qui pourraient survenir lors de la maturation de la 
protéase dans la voie de sécrétion (Fig.20) (Roghani et al. 1999, Milla et al. 2006). Le 
prodomaine est clivé lors du transit de la protéase dans le réseau transgolgien par 
des pro-protéines convertases comme par exemple les furines (Lum et al. 1998, 
Endres et al. 2003). Certaines ADAMs pourraient se séparer de leur prodomaine par 
autocatalyse comme ADAM8 et ADAM28 (Howard et al. 2000, Schlomann et al. 
2002). Le prodomaine clivé et isolé pourrait intervenir en tant qu’inhibiteur des 
ADAMs comme c’est le cas pour ADAM10 et 17 (Gonzales et al. 2004). Enfin, pour 
certaines ADAMs comme ADAM12, le prodomaine clivé pourrait rester attaché au 
domaine métalloprotéase sans gêner le site catalytique (Wewer et al. 2006).  
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Figure 20. Représentation schématique des différents domaines d’une 
ADAM. Les fonctions connues pour chaque dommaine sont précisées.Le prodomaine 
peut être clivé et libéré comme chez la plupart des ADAMs ou rester li er au domaine 
catalytique sans l’obstruer comme chez ADAM12 par exemple. Les ADAMs possédant un 
domaine catalytique actif présentent une liaison avec un ion métallique (cuivre u zinc) 
comme représenté ici en gris.  D’après Duffy et al. 2009  
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Lié directement à la partie C-terminale du prodomaine, le domaine 
métalloprotéase est composé de trois parties distinctes : deux parties globulaires 
entourant le site catalytique (Fig.20) (Gomis-Ruth, 2003). Ce site catalytique contient 
la séquence consensus HEXGHXXGXXHD qui permet l’interaction avec l’ion Zinc. 
Cette interaction à lieu au fond de la poche catalytique. Bien que cette séquence 
consensus soit très conservée et impérative, ADAM17 et ADAM33 ne partagent que 
26% d’homologie pour leur domaine catalytique (Orth et al. 2004). 
A partir du domaine métalloprotéase, la structure des métalloprotéases 
diverge fortement en fonction des familles. Le domaine disintégrine et le domaine 
riche en cystéine sont communs aux ADAMs, aux ADAMTSs et aux SVMPs, par 
contre seules les ADAMs possèdent une queue cytoplasmique, un domaine 
transmembranaire et un domaine EGF-like, sauf pour ADAM10 et 17 (Janes et al. 
2005).  
Suivant le domaine métalloprotéase, le domaine disintégrine est impliqué dans 
l’interaction des ADAMs avec les intégrines (Fig.21). Cette interaction est assurée 
par la boucle disintégrine, une séquence de 14 acides aminés de ce domaine : 
CRXXXXXCDXXEXC (White et al. 2003). Bien que la fonction principale des ADAMs 
soit la catalyse d’autres protéines via leur domaine métalloprotéase, ce domaine 
disintégrine accorde une autre fonction aux ADAMs : modulation de l’adhésion 
cellulaire via les intégrines (Arribas et al. 2006). La structure particulière de ce 
domaine disintégrine confère à ces ADAMs une forme coudée en C caractérisitique 
(Takeda et al. 2006). 
Un autre domaine participe à cette structuration en C des ADAMs : le domaine 
riche en cystéines (Fig.21) (Takeda et al. 2006). Ce domaine peut interagir avec 
d’autres protéines pour contrôler et moduler les fonctions des ADAMs. ADAM13 
montrent une liaison de son domaine riche en cystéine avec la Fibronectine (Gaultier 
et al. 2002) alors qu’ADAM10 se lie à l’Ephrine, protéines extracellulaire impliquée 
dans la répulsion cellulaire et la guidance axonale (Janes et al. 2005). 
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Très peu d’informations sont connues sur le rôle du domaine EGF-like 
(Fig.21). Bien qu’il soit absent chez ADAM10 et 17, Il est spécifique aux ADAMs 
(Janes et al. 2005). Ce domaine pourrait servir d’intercalaire entre le domaine riche 
en cystéines et le domaine transmembranaire (Takeda, 2009). 
Le domaine transmembranaire, outre son rôle d’ancrage de la protéase à la 
membrane, pourrait indirectement participer à la régulation des ADAMS (Fig.21). En 
effet, il a été montré que l’activité de certaines ADAMs comme ADAM17 et 19 varient 
en fonction de la concentration en cholestérol membranaire. Une augmentation de 
cholestérol favorise la création de radeaux lipidiques qui séquestreraient ces ADAMs 
(Tellier et al. 2006). Aussi, une faible concentration en cholestérol membranaire 
faciliterait l’activité α-sécrétase et donc d’ADAM17 (Kojro et al. 2001, Querfurth et al. 
2010). 
Cter 
Extracellulaire 
Intracellulaire 
 
Intégrine 
Protéine           
se liant au 
domaine CR 
Substrat 
Transduction 
du signal 
Figure 21. Représentation de la structure en « C » des ADAMs. Cette forme 
caractéristique est donnée par les domaines disintégrine et riches en cystéines. La poche 
catalytique est alors orientée vers la membrane tandis que les domaines du coude 
s’exposent aux protéines pouvant se lier aux ADAMs. Une partie des ADAMs possèdent 
un domaine catalytique actif (ici en bleu foncé leur permettant de cliver leurs substrats et 
les impliquent dans de nombreux proccesus cellulaires et métaboliques.  D’après Yang 
et al. 2006 
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Enfin, le domaine C-terminal ou queue cytoplasmique participerait 
essentiellement à la transduction du signal et au trafic intracellulaire (Fig.21). Ce 
domaine peut contenir des motifs spécifiques riches en prolines PXXP qui sont des 
sites de fixation pour les protéines possédant un domaine SH3. Il est présent sur les 
ADAM7, 8, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 22, 29 et 33 (Seals et Courtneidge, 2003). Ces 
ADAMs peuvent contenir de un à 13 domaines riches en prolines comme ADAM15. Il 
a été montré, par exemple, que les queues cytoplasmiques d’ADAM 10 et 17 sont 
capables d’interagir avec la protéine SAP97 (Synapse Associated Protein 97) 
impliquée dans leur bonne localisation à la membrane synaptique et à l’augmentation 
de leur activité α-sécrétase (Peiretti et al. 2003, Marcello et al. 2007). Des résidus 
Sérines, Thréonines et Tyrosines sont aussi présents dans cette queue 
cytoplasmique. Ces sites peuvent être phosphorylés par des kinases et ainsi moduler 
l’activité des ADAMs. Par exemple, la phosphorylation de la Thréonine 735 
d’ADAM17 par Erk et la voie des MAP kinases régule son trafic entre le réticulum 
endoplasmique et la membrane cellulaire (Diaz-Rodriguez et al. 2002, Soond et al. 
2005).  
 
6.C. Fonctions physiologiques et Implications pathologiques des ADAMs 
 
6.C.1. Fonctions physiologiques des ADAMs dans le système nerveux adulte 
La première fonction biologique des ADAMs est la catalyse de ses substrats. De 
nombreuses protéines membranaires nécessitent le clivage protéolytique de leur 
prodomaine pour être actives. C’est notamment le cas de cytokines comme le 
proTNFα clivé en TNFα par ADAM17 (Black et al. 1997). Certaines ADAMs comme 
ADAM8 et ADAM28 sont capables de s’autocatalyser pour se séparer de leur 
prodomaine (Howard et al. 2000, Schlomann et al. 2002). En plus d’activer des 
protéines, le clivage protéolytique des ADAMs permettrait le relargage extracellulaire 
de peptides impliqués dans la transduction du signal, comme des facteurs de 
croissance dont le pro-EGF (Epidermal Growth Factor) clivé en EGF par ADAM10 
(Sahin et al. 2004). D’une certaine manière, ce clivage régulerait la communication 
autocrine, juxtacrine ou paracrine entre cellules. A l’inverse, le clivage protéolytique 
pourrait aussi stopper l’action de certains ligands. Le récepteur membranaire RAGE 
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(Receptor for Advanced Glycation Endproducts) est clivé par ADAM10, permettant 
ainsi la libération du site récepteur dans le milieu extracellulaire. Ce récepteur libre 
peut alors séquestrer ses ligands et ainsi diminuer leur disponibilité pour les 
récepteurs de surface, limitant ou stoppant ainsi la transmission du signal (Raucci et 
al. 2008).  
Enfin, ces ADAMs participent à la protéolyse régulée intramembranaire ou 
protéolyse séquentielle intramembranaire (Saftig et Hatmann, 2005, Tousseyn et al. 
2006). Contrairement aux cas précédents, le clivage de la protéine 
transmembranaire cible ne conduit pas directement à une activation ou une 
transduction de signal. Après clivage par une ADAMs, la protéine transmembranaire 
est une nouvelle fois clivée par une autre protéase. C’est notamment le cas de l’APP 
qui est clivé dans un premier temps par ADAMs 17, 10 ou 9 les α-sécrétases formant 
ainsi de l’APPs-α qui est sécrété hors de la cellule. Le deuxième fragment, le CTF-α, 
est toujours ancré dans la membrane plasmique et est alors clivé à son tour par la γ-
sécrétase libérant ainsi l’AICD en intracellulaire qui est un facteur de transcription 
(Selkoe et al. 2001, LaFerla et al. 2005). D’autres protéines transmembranaires sont 
concernées par la protéolyse séquentielle intramembranaire comme les APLP1 et 2 
et Notch (impliquée dans le développement, la différenciation cellulaire et 
l’angiogenèse). 
Par ces différents mécanismes, les ADAMs sont impliquées dans de 
nombreuses fonctions biologiques du système nerveux. En clivant l’APP, les ADAMs 
10 et 17 (et par extension les ADAM8 et 9) interviennent indirectement dans 
l’excitabilité cellulaire et la plasticité synaptique (Turner et al. 2003). Ceci a pu être 
déterminé grâce à l’observation de souris APP-/- présentant des problèmes 
importants dans les exercices faisant appel à la mémoire des tâches et donc à la 
plasticité synaptique (Dawson et al. 1999). Via leurs interactions avec les intégrines, 
les ADAM9, 15, 23 et 33 agiraient sur le fonctionnement des synapses et sur leur 
plasticité en consolidant la potentialisation à long terme postsynaptique par exemple 
(Clegg et al. 2003, Chun et al. 2001). Présent dans les neurones adultes, ADAM8 
favoriserait la survie neuronale in vitro en clivant la protéine CHL1 (Close Homologue 
of the Neuronal Cell Adhesion molecule L1) ce qui libérerait un fragment 
extracellulaire qui agirait comme un inhibiteur de la mort neuronale (Naus et al. 
2004).   
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Au niveau du gyrus dentée de l’hippocampe et dans la région sous-
ventriculaire des ventricules latéraux se poursuit la neurogenèse chez l’adulte. Cette 
neurogenèse fait intervenir un groupe de protéines qui sont toutes des substrats des 
ADAMs : l’APP, Notch, le TGFα et l’EGF. Dans un cas, les ADAMs (ADAM 10 et 17) 
clivent l’APP et Notch produisant ainsi des fragments intracellulaires qui vont réguler 
les fonctions synaptiques comme l’AICD en tant que facteur de transcription (Selkoe 
et al. 2001, LaFerla et al. 2005). Dans l’autre cas, le clivage du prodomaine de la pro-
EGF par ADAM10 et du pro-TGFα par ADAM17 conduit à la libération de l’EGF et à 
l’activation du TGFα respectivement. Ces ADAMs agissent donc indirectement sur la 
neurogenèse mais pourraient aussi participer aux réparations axonales chez l’adulte. 
En effet, il a été montré que des lésions provoquées par l’injection d’acide kainique 
dans le gyrus denté de rats conduit à une augmentation de l’expression d’ADAM9 et 
10 (Cavazos et al. 2003).  
Finalement, les ADAMs interviendraient aussi dans l’angiogenèse puisque les 
souris ADAM15-/- présentent une angiogenèse nettement diminuée. ADAM15 est 
présent au niveau des jonctions serrées des cellules endothéliales vasculaires 
cérébrales (Ham et al. 2002). Il a été montré que sous l’induction par le VEGF 
(Vascular Endothelial Growth Factor), ADAM10 et 17 sont responsables des clivages 
activateurs du VEGFR2 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2)  et de la 
VE-Cadhérine (Donners et al. 2010, Swendeman et al. 2008) protéines impliquées 
dans la perméabilité vasculaire permettant la migration des cellules endothéliales 
nécessaire à l’angiogenèse. 
 
6.C.2. Implication des ADAMs dans le développement cérébral  
De nombreuses ADAMs interviennent au cours du développement cérébral à 
différents niveaux : prolifération neuronale, migration, différenciation, croissance 
axonale et dendritique et enfin synaptogenèse. Ces rôles ont été mis à jour 
essentiellement grâce à la création de modèles de souris KO pour les ADAMs.  
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Prolifération Neuronale                                                                                        
 Les souris ADAM10-/- présentent un taux de survie très faible jusqu’à un 
maximum de 9,5 jours et présentent un fort déficit en développement neuronal 
(Hartmann et al. 2002) témoignant d’une implication d’ADAM10 dans la prolifération 
des primo-neurones. Une expression d’ADAM10 est encore retrouvée au niveau de 
la formation hippocampique chez la souris au 17e jour post natal (E17) 
(Marcinkiewicz et Seidah, 2000). ADAM10 pourrait stimuler la  prolifération neuronale 
via l’EGF. 
Migration neuronale        
 Grâce à leur capacité d’interaction avec les intégrines, protéines impliquées 
dans la migration des primo-neurones (Tate et al. 2004), les ADAMs interviennent 
dans la migration neuronale au cours du développement cérébral. Cette fonction est 
essentiellement portée par ADAM13 (mais aussi potentiellement par ADAM21 (Yang 
et al. 2005)). ADAM13 se fixe à la Fibronectine et à la sous unité  β1 de l’intégrine via 
son domaine disintégrine pendant que son domaine métalloprotéase clive la 
Fibronectine (Alfarandi et al. 2001, Gaultier et al. 2002). ADAM13 pourrait donc 
moduler la migration neuronale en interagissant avec ces intégrines. 
Différenciation et survie neuronale       
 La différenciation et la survie/mort neuronale sont deux aspects importants du 
développement cérébral. Les neurégulines sont impliquées directement dans la 
plupart des processus de différenciation neuronaux (Anton et al. 2004). Ces 
neurégulines nécessitent le clivage de leur prodomaine pour être actives. Chez la 
Xénope au 13,5e jour post natal (E13,5), ADAM19 pourrait cliver et activer ces 
neurégulines durant la neurogenèse des neurones olfactifs (Beites et al. 2005). In 
vitro, par catalyse du prodomaine de la protéine CHL1, ADAM8 favoriserait la survie 
neuronale (Naus et al. 2004).   
Croissance axonale et dendritique      
 L’activité protéolytique des ADAMs mais aussi des MMPs a été retrouvée au 
niveau de l’extrémité apicale des axones en élongation (Yang et al. 2006). 
L’utilisation d’un inhibiteur des metalloprotéases matricielles et ADAMs entraîne des 
erreurs dans le prolongement et la guidance axonale des neurones (Webber et al. 
2002), confirmant ainsi l’implication des ADAMs et MMPs dans la prolifération 
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axonale. En fonction des modèles animaux étudiés, différentes populations d’ADAMs 
(ADAM10, 14, 19, 21 et 23) et de MMPs (MMP2, 3 et 9) semblent impliquées. Chez 
la Drosophile, ADAM10 interviendrait dans l’extension des axones moteurs 
(Fambrough et al. 1996). Ce rôle serait tenu essentiellement par ADAM23  et 19 
chez les mammifères (Leighton et al. 2001, Wakatsuki et al. 2004). En plus de leur 
implication dans la croissance axonale, les ADAMs pourraient agir sur la prolifération 
dendritique et la synaptogenèse indirectement. En effet, les ADAM10 et 17 peuvent 
cliver l’APP, Notch et le prodomaine des neurégulines. Or ces protéines sont 
directement impliquées dans la synaptogenèse et la dendritogenèse (Morimoto et al. 
1998, Salama-Cohen et al. 2005, Loeb et al. 2003). Les ADAMs potentiellement 
impliquées seraient les ADAMs 10, 11, 15, 17 et 23.   
Myélinisation axonale        
 Finalement, il a été observé que les souris ADAM22-/- souffraient d’une forte 
hypomyélinisation des nerfs périphériques suggérant l’implication cruciale d’ADAM22 
dans les processus de myélinisation des axones périphériques (Sagane et al. 2005). 
D’autres ADAMs, interviendraient dans la régulation de la myélinisation mais de 
manière plus indirecte en agissant sur les intégrines comme ADAM15 (Milner et al. 
1997), ou en modulant les neurégulines par clivage de leur prodomaine comme 
ADAM19 (Wakatsuki et al. 2004). 
 
6.C.3. Autre rôle majeur des ADAMs : la fertilité 
Une grande partie des ADAMs sont exprimées presque exclusivement dans 
les testicules jouant un rôle important dans la spermatogenèse : ADAM1, 2, 7, 18, 
20, 21, 29 et 30 (Puente et Lopez-Otin, 2004). Les deux premières ADAMs à avoir 
été identifiées chez les mammifères sont ADAM 1 et 2, aussi appelées Fertiline-α et 
β (Blobel et al. 1992). Ces deux ADAMs s’hétérodimérisent et forment le complexe 
protéique spermatique, la fertiline, dont le rôle est primordial pour la fixation puis la 
fusion du sperme avec l’ovule (Primakoff et Myles, 2000). Les ADAMs exprimées 
dans la lignée spermatogénique et le sperme pourraient agir en synergie. En effet 
l’absence d’ADAM2 et 3 chez des souris KO pour ces deux ADAMs suffit à diminuer 
la quantité d’ADAM5 et 7 à la surface du sperme (Kim et al. 2006). 
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ADAMs Autres noms Localisation KO souris 
Pathologies 
associées 
2 Fertiline β Testicules Mâle stérile - 
7 EAP1 Testicules, érythrocytes - - 
8 CD156, MS2 
Moelle osseuse,      
cellules hématopoïétiques, 
cellules lymphoïdes 
Aucun effet 
Cancer pancréas, 
gliomes, arthrite 
rhumatoïde 
9 Meltrine γ, MDC9 
Cellules souches, tissu 
adipeux, pancréas, 
placenta 
Aucun effet 
Cancer du sein, du 
colon, intestin, 
prostate 
10 Kuzbanian, MADM 
Cellules souches 
mésenchymateuses, 
placenta, sang, cellules 
myéloïdes, vessie, moelle 
osseuse 
Létal au stade 
embryonnaire, 
malformation du système 
nerveux central et 
cardiaque  
Inflammation, 
cancer de la 
prostate, allergies, 
maladie d’Alzheimer 
11 MDC 
Erythrocytes, système 
nerveux central et 
périphérique, foie, système 
biliaire, glandes salivaires 
Défaut dans 
l’apprentissage spatial lié à 
l’hippocampe, réponse 
nociceptive altérée 
- 
12 Meltrine α 
Placenta, cellules souches 
mésenchymateuses, 
cellules souches adultes 
30% de létalité 
embryonnaire, anomalie 
du tissu adipeux brun 
Cancer du sein, de 
la vessie 
15 
Metargidine, 
MDC15 
ubiquitaire 
Diminution de la 
néovascularisation 
tumorale, Osteoarthrite 
tardive 
Cancer de la 
prostate, du 
poumon, du sein 
17 TACE ubiquitaire 
Létalité périnatale, 
hypoplasie pulmonaire, 
défaut de maturation des 
tissus épithéliaux 
Cancer du sein, 
arthrite rhumatoïde, 
scléroses multiples, 
Diabètes 
18 tMDC III 
Testicules, érythrocytes, 
moelle osseuse pancréas 
- - 
19 
Meltrine β ubiquitaire 
80% de létalité post-
natale, nombreuses 
atteintes cardiovasculaires 
gliomes 
20 - 
Testicules, érythrocytes, 
moelle osseuse 
- - 
21 ADAM31 
Testicules, érythrocytes, 
système nerveux central et 
périphérique 
- - 
22 MDC2 
système nerveux central et 
périphérique 
Létalité post-natale, ataxie, 
hypomyélinisation des 
nerfs périphériques  
Diminué dans les 
gliomes 
23 MDC3 
système nerveux central et 
périphérique, cœur 
- - 
28 
eMDC II, MDC-Lm, 
MDC-Ls 
cellules hématopoïétiques, 
pancréas, système 
gastrointestinal, moelle 
osseuse, système 
lymphatique, système 
respiratoire, vessie 
- - 
29 Svph1 Testicules - Cancer colorectal 
30 Svph4 Testicules - - 
32 - 
Cellules lymphoïdes du 
sang 
- - 
33 - 
Utérus, système 
urogénital, système 
respiratoire, système 
gastrointestinal, langue, 
système endocrine 
Aucun effet Asthme, psoriasis 
Tableau 1. Tableau récapitulatif des différentes localisations des ADAMs, l’effet 
de leur KO dans des modèles murins ainsi que les pathologies connues 
associées à ces ADAMs. D’après Yang et al. 2006 et Edwards et al. 2008 
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6.C.4. ADAMs et pathologies 
Du fait de leur phylogénie, les ADAMs remplissent de nombreux rôles 
physiologiques essentiels dans de nombreux types cellulaires. Ces protéases sont 
souvent au carrefour de métabolismes et de transduction de signaux variés 
expliquant ainsi leur implication dans certaines pathologies graves (Tab.1). On 
retrouve ainsi de nombreuses ADAMs surexprimées dans les cancers : pancréatique 
pour ADAM8, prostatique pour ADAM9 ou encore pulmonaire pour ADAM17… Leur 
implication dans ces maladies passerait essentiellement  par leur activité catalytique 
sur le TNFα, l’E-cadhérine (protéine cruciale pour l’adhésion cellule-cellule) et les 
facteurs de croissance comme l’EGF, protéines impliquées directement dans la 
carcinogenèse et la progression cancéreuse. Outre les cancers, les ADAM10 et 17 
principalement, mais aussi ADAM8 et 9, sont impliquées dans la maladie d’Alzheimer 
de part leur action sur le métabolisme de l’APP. Il est cependant intéressant de noter 
que, même si un nombre conséquent d’ADAMs sont impliquées dans des 
pathologies, il n’existe qu’une seule mutation fonctionnelle d’ADAM chez l’humain. 
Cette mutation cible ADAM33 et est un facteur de risque pour l’asthme (Tab.1) 
(Cakebread et al. 2004). Il est possible que cette mutation ait un impact neurologique 
aussi puisque qu’ADAM33 est présente au niveau des neurones de l’hippocampe et 
du cervelet (Yoshinaka et al. 2002). Néanmoins,  aucune neuropathie n’a pour 
l’instant été retrouvée associée avec ce facteur de risque. Des récents travaux sur 
les facteurs de risque génétiques des formes sporadiques de la maladie d’Alzheimer 
ont pu mettre en évidence deux SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) dans le 
gène d’ADAM12 significativement associés à la pathologie (Harold et al. 2007). 
 
6.D.  Un nouvel acteur du métabolisme de l’APP : ADAM30 
La maladie d’Alzheimer est une pathologie neurodégénérative complexe. Si 
les formes familiales ont permis d’identifier les mécanismes mises en jeu dans cette 
maladie, la plupart des formes de maladie d’Alzheimer répertoriées sont sporadiques 
et le processus physiopathologique est moins bien cerné. Ces formes sporadiques 
sont caractérisées par un déséquilibre de la balance du métabolisme de l’APP : 
production/dégradation, voie amyloïdogène/voie non-amyloïdogène et Aβx-40/Aβx-42. 
Mieux comprendre les mécanismes intervenant dans ces voies de production, trafic 
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vésiculaire ou dégradation est capital pour déterminer la source de la pathologie et la 
chronologie des évènements en découlant.  
Les métalloprotéases et plus particulièrement les ADAMs, ont un rôle central 
dans le métabolisme de l’APP grâce à leur activité α-sécrétase. Si ADAM10 et 
ADAM17 ont été confirmées pour tenantes du rôle d’α-sécrétase, ADAM9 et ADAM8 
seraient impliquées indirectement ou réguleraient de cette sécrétase. De plus, deux 
SNPs seraient présents dans le gène d’ADAM12 et associés à la maladie 
d’Alzheimer, son rôle dans le  processus physiopathologique restant à déterminer. Il 
se pourrait donc que d’autres ADAMs, voire d’autres métalloprotéases, soient 
impliquées dans le métabolisme de l’APP. 
Partant de ce constat, le laboratoire a émis l’hypothèse que la comparaison de 
l’expression des différentes métalloprotéases existantes, comprenant les ADAMs 
mais aussi les MMPs et autres protéines de la même famille, dans le cerveau des 
patients atteints de la maladie d’Alzheimer versus cerveaux de témoins permettrait 
de mettre en évidence une implication dans le métabolisme de l’APP d’une  ou 
plusieurs nouvelles métalloprotéases. Ainsi, par une analyse transcriptomique 
systématique des 132 gènes codant pour toutes les ADAMs, MMPs et autres 
protéines associées, réalisée à partir d’ARNs totaux extraits du cortex frontal de 12 
patients atteints de la maladie contre 12 contrôles sains, 4 ADAMs ont été identifiées 
comme étant différentiellement exprimées. ADAM17, ADAM33 et ADAMTS16 sont 
retrouvées significativement sur-exprimées dans le cerveau des patients comparés 
aux contrôles, sauf ADAM30 qui est  significativement  sous-exprimée. Pour vérifier 
ces premiers résultats, les mêmes analyses ont été effectuées dans une nouvelle 
population plus grande contenant 51 patients atteints de la maladie et 42 contrôles. 
Seule la sous-expression d’ADAM30 (Fig.22.A) et la sur-expression d’ADAM33 ont 
pu être validées.  
L’étape suivante fut de vérifier si ces ADAMs différentiellement exprimées sont 
aussi capable de moduler directement le métabolisme de l’APP. La sur-expression 
d’ADAM33 dans des lignées cellulaires issues de neuroblastomes (SKNSH-SY5Y) et 
des lignées de cellules embryonnaires de rein (HEK293) sur-exprimant de façon 
stable l’APP695wt humain, ne modifie pas la production des différents métabolites 
issus du clivage de l’APP (APPs-α, APPs-β, Aβx-40 et Aβx-42). ADAM33 pourrait donc 
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être impliqué dans la maladie d’Alzheimer mais pas dans la régulation du 
métabolisme de l’APP. 
En revanche, ADAM30 présente une diminution de son expression de près de 
50% dans le tissu cérébral des malades comparé à celui des témoins (Fig.22.A). De 
plus, la quantité augmentée de dépôts de peptides Aβ1-42 mesurée dans le 
parenchyme des patients est proportionnellement corrélée à la diminution de 
l’expression d’ADAM30 dans leur cerveau (Fig.22.B). Cette dernière observation est 
venue renforcer l’hypothèse du rôle neuronal d’ADAM30 dans le métabolisme de 
l’APP.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pour vérifier la pertinence de cette hypothèse, l’utilisation d’un ShRNA (Short 
Hairpin RNA) ciblant ADAM et permettant sa sous-expression, conduit à une 
augmentation de la production de tous les produits du métabolisme de l’APP 
(Fig.23). Cette expérience n’a été réalisée que dans les cellules SKNSH-SY5Y-
APP695wt car la lignée HEK293 n’exprime pas ADAM30 de manière endogène. 
Inversement, la sur-expression d’ADAM30 dans les cellules SKNSH-SY5Y-APP695wt 
et HEK293-APP695wt provoque une diminution importante de la production des 
Figure 22. Mesure du niveau d’expression cérébral d’ADAM30 chez l’Homme (A) niveau 
d’expression d’ADAM30 dans le cerveau de 51 patients atteints de maladie d’Alzheimer (en gris) et 42 
cerveaux issus de patients « sains » (en blanc). Les quantifications d'ARNm ont été réalisées en triplicata 
chez tous les individus (contrôles n=42, cas n=51). Trait épais: médiane de l'expression d'ADAM30 chez 
les cas et les contrôles. Ligne fine: moyenne. Ligne fine haute: inclusion de 75% des individus (premier 
quartile). Ligne fine basse: inclusion de 25% des individus (troisième quartile). Cercles: individus 
présentant des valeurs extrêmes (en dehors de la distribution globale). Le test statistique effectué est  un 
test non-paramétrique de Mann-Whitney. (B) Nuage de point montrant l’association des dépôts d’Aβx-42 
dans le cerveau des patients Alzheimer avec le niveau d’expression d’ADAM30. Le test statistique utilisé 
est un test non-paramétrique de Spearman pour B 
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métabolites de l’APP et plus particulièrement  des peptides amyloïdes (Fig.24). Il est 
important de noter que si la sur-expression ou la sous-expression d’ADAM30 
entraînent des modulations dans la production des métabolites de l’APP, elles n’ont 
aucun impact sur le niveau d’APP total et celui de l’ARNm de l’APP (Fig.23 et 24). 
ADAM30 ne clive donc pas directement l’APP et ne module pas son niveau 
d’expression. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ADAM30 est une protéine transmembranaire de type I de 89kDa. Comme 
quasiment toutes les autres ADAMs, ses caractéristiques principales sont un 
domaine catalytique dont l’activité enzymatique est dépendante de la présence d’un 
ion zinc, et un domaine d’interactions avec les intégrines en partie N-terminale 
(Fig.20 et 21) (Cerreti et al. 1999). 
Une mutagenèse dirigée contre les trois histidines nécessaires à la fixation de 
l’ion zinc dans le domaine catalytique a été réalisée. Cette ADAM30 mutée (appelée 
ADAM30mut) perd alors son activité catalytique. De façon intéressante, la sur-
expression d’ADAM30mut dans les deux modèles cellulaires étudiés ne modifie plus le 
niveau des métabolites de l’APP (Fig.24). Le site catalytique d’ADAM30 semble donc 
crucial pour son effet sur le métabolisme de l’APP. 
Figure 23. Impact de la sous-expression d’ADAM30 sur le métabolisme de 
l’APP in vitro. Mesure par WB et ELISAs des APPs-α, APPs-β, Aβ1-40 et Aβ1-42 après 
sur-expression d’un vecteur Sh vide ou d’un vecteur contenant un ShRNA dirigé contre 
ADAM30 dans des cellules SKNSH-SY5Y-APP
695 wt
. Quatre expériences indépendantes en 
duplicata. Test statistique: test non-paramétrique de Mann-Whitney. 
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L’hypothèse la plus simple serait qu’ADAM30 pourrait directement moduler 
l’activité des sécrétases (α, β et γ). La sur-expression d’ADAM30 entraîne une 
diminution de tous les produits du métabolisme de l’APP. Or si ADAM30 régulait 
uniquement l’α-sécrétase, seule une diminution des APPs-α aurait été observée. De 
plus, il semblerait qu’ADAM30 ne soit pas localisée au niveau de la membrane 
plasmique excluant ainsi toute possibilité d’interaction directe avec les α-sécrétases. 
Enfin, la sur-expression d’ADAM30 wt ou mutée ne module pas l’activité des β-
sécrétase et γ-sécrétases. 
Ces différents résultats laissent donc penser que cette protéine d’intérêt 
pourrait jouer un rôle important dans la régulation du métabolisme de l’APP en 
agissant indirectement sur cette protéine, comme par exemple, en contrôlant une 
voie de dégradation de l’APP et ainsi avoir un effet protecteur dans la maladie 
d’Alzheimer. 
Figure 24. Impact de la sur-expression d’ADAM30 sur le métabolisme de 
l’APP in vitro. Mesure par WB et ELISAs des APPs-α, APPs-β, Aβ1-40 et Aβ1-42 après 
sur-expression d’un vecteur vide d’ADAM30
wt
 ou d’ADAM30
mut
 dans des cellules SKNSH-
SY5Y-APP
695wt
 (A) ou dans des cellules HEK293-APP
695wt
 (B). Quatre expériences 
indépendantes en duplicata. Les Aβ1 -42 ne sont pas détectés en ELISA pour les HEK293 -
APP
695wt
. Test statistique: test non-paramétrique de Mann-Whitney. 
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7. Objectif des recherches 
La caractérisation de l’impact d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP dans nos 
modèles cellulaires a permis de mettre en lumière son importance pour la régulation 
du métabolisme de l’APP.  
Dans un premier temps, pour se rapprocher des conditions 
physiopathologiques humaines et mesurer l’action d’ADAM30 sur le métabolisme de 
l’APP in vivo, nous avons développé un modèle de souris triple transgéniques 
exprimant l’APP695SweInd humain et exprimant de manière conditionnelle 
l’ADAM30wt/mut humain. Nous avons alors caractérisé nos différentes lignées de 
souris et avons cherché à mesurer l’impact de la sur-expression d’ADAM30 sur le 
métabolisme de l’APP in vivo. Les précédentes expériences menées au laboratoire 
ou en collaboration ont pu montrer que l’action d’ADAM30 sur le métabolisme de 
l’APP n’est pas directe (pas de clivage de l’APP par ADAM30) et est indépendante 
des sécrétases.  
Notre deuxième objectif de travail a donc été d’identifier les substrats 
d’ADAM30 intervenant dans le métabolisme de l’APP et de déterminer leur 
implication in vitro dans nos modèles cellulaires et in vivo dans nos lignées de souris 
triple transgéniques. Deux substrats potentiels d’ADAM30, la CTSD et l’IRS4, se sont 
révélés particulièrement intéressant pour notre étude et la caractérisation de leur 
implication par différentes techniques de biologie moléculaire et cellulaire devrait 
nous permettre de mieux cerner le mécanisme d’action d’ADAM30 dans la régulation 
du métabolisme de l’APP. 
Une meilleure compréhension des mécanismes régulant le trafic et le 
métabolisme de l’APP contrôlant son homéostasie, devrait nous permettre de mieux 
appréhender le processus physiopathologique de la maladie d’Alzheimer et ainsi 
potentiellement ouvrir de nouvelles pistes pour une thérapeutique.  
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1. Etude de l’expression d’ADAM30 en modèle murin  
 
1.A. Modèle animal : souris transgéniques 
Deux lignées de souris conditionnelles dans un fond génétique C57Bl6N ont été 
obtenu au près de la socité Taconic : les souris ADAM30wtfloxstopflox et les souris 
ADAM30mutfloxstopflox appelées aussi souris ADAM30wt et ADAM30mut (Taconic, 
Allemagne). La construction génétique de départ est cernée par deux sites de 
recombinaison FRT et contient le promoteur GAG, un gène de résistance à la 
Néomycine, un site LoxP-Stop-LoxP (deux LoxP encadrant un codon Stop) et enfin 
le gène humain d’ADAM30wt ou d’ADAM30mut. Par électroporation des cellules 
souches embryonnaires et recombinaison homologue au niveau des sites FRT, cette 
construction a été insérée dans le locus Rosa26 (région stable et non codante). 
Après sélection à la néomycine, ces cellules souches modifiées ont été implantées  
dans des blastocytes qui ont à leur tour été implantés dans l’utérus des mères 
porteuses. Les souris CamkIIα/Cre dont l’expression du gène Cre est sous contrôle 
du promoteur CamKIIα (Burgin et al. 1990, Tsien et al, 1996) et les souris APPSweInd 
dont l’expression du gène APP humain double mutant (mutation de l’APP suédoise 
K670M-N671L et mutation Indiana V717F) est sous contrôle du promoteur PDGFβ 
(Mucke et al, 2000) ont été obtenues auprès du laboratoire Jackson. Ces deux 
lignées de souris sont dans un fond génétique C57Bl6J.  
Pour éviter une dilution du fond génétique, le premier croisement est effectué entre 
des souris APPSweInd hétérozygotes et des souris CamKIIα/Cre homozygotes 
(Fig.25).  Trois génotypes de souris hétérozygotes peuvent être obtenus dans la 
descendance : des souris APPSweInd, des souris CamKIIα/Cre et des souris double 
transgéniques APPSweInd-CamKIIα/Cre. Ce sont ces dernières qui sont choisies pour 
être croisées avec des souris ADAM30wt ou ADAM30mut hétérozygotes. Huit 
génotypes différents sont alors obtenus dans la descendance : une lignée sans 
transgène (WT), trois lignées simple transgéniques (APPSweInd, CamKIIα/Cre et  
ADAM30wt/mut), trois lignées double transgéniques (APPSweInd-CamKIIα/Cre, 
ADAM30wt/mut et ADAM30wt/mut-CamKIIα/Cre) et enfin une seule lignée triple 
transgénique ADAM30wt/mut-APPSweInd-CamKIIα/Cre (Fig.25).  Du fait de l’expression 
de CamKIIα spécifiquement cérébrale, ADAM30wt ou ADAM30mut est uniquement 
exprimée au niveau du cerveau. Toutes les analyses ont été réalisées sur des souris 
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à l’état hétérozygote uniquement en F1 dans un fond génétique mélangé 
C57BL6J/N.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A chaque étape de croisement, les souris ont été génotypées par PCR (Tab.2) à 
partir de l’ADN extrait de biopsies de queues (5mm maximum) réalisées sous 
anesthésie générale à l’isoflurane, en suivant le protocole du fournisseur  
(Laboratoire Jackson).  
Les souris sont élevées sur portoir ventilé en animalerie conventionnelle. Elles ont un 
accès ad libitum à l’eau (via un biberon d’eau stérile) et à la nourriture (régime 
standard). Les souris issues des croisements triple transgéniques sont étudiées à 
partir de 10mois ± 2 semaines. Tous les protocoles ont été validés par le Comité 
d’Ethique en expérimentation animale du Nord-Pas-de-Calais.  
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Figure 25. Représentation des différents croisements de lignées de souris 
effectués pour obtenir nos souris triple transgéniques.Toutes les souris 
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Amorces de 
génotypage 
Sens Anti-sens 
 
ADAM30wt 
 
CTG CTC ATG AGC TGG GTC A 
 
GTG GAA CCA CAG TCA CAT TCC 
 
ADAM30mut GCG TTG GAT ATC CAG AGT TAG C CTA CAG CAA GAC CCA GCT CAA 
 
hAPP TCT TCT TCT TCC ACC TCA GC GGT GAG TTT GTA AGT GAT GCC 
 
Cre TGG GCG GCA TGG TGC AAG TT CCT GCG GTG CTA ACC AGC GTT 
Rosa26 
 
CAT GTC TTT AAT CTA CCT CGA 
TGG 
CTC TTC CCT CGT GAT CTG CAA 
CTC C 
 
 
 
1.B. Mesure de la glycémie et du poids 
Une semaine avant les sacrifices, toutes les souris sont pesées puis mises à jeun 
pendant 6H. Au bout de 6H, une première mesure de glycémie des souris est 
réalisée à l’aide d’un glucomètre Accu-Chek (Roche, Suisse) puis une injection de 
glucose (5µl/g) est effectuée de façon intrapéritonéale en fonction du poids des 
souris. La glycémie est alors mesurée à 15min, 30min, 1H, 1H30 et 2H après 
injection. Après ces mesures, la nourriture est remise à disposition des souris, ad 
libitum. 
 
1.C. Sacrifice des souris et extraction du cerveau 
Au bout de 10mois, les souris sont pesées puis anesthésiées par une injection 
intrapéritonéale de pentobarbital (30mg/kg). Après ouverture de la cage thoracique, 
le cœur est perfusé avec 5ml de PBS à 37°C pour éliminer le sang au niveau du 
cerveau. Les souris sont alors décapitées et une biopsie de queue est prélevée pour 
vérifier leur génotype.  Sur glace, le cerveau est découpé selon une première coupe 
sagittale sur une matrice. Un des hémisphères est conservé pour les analyses 
histologiques, l’autre est disséqué sur la matrice pour isoler l’hippocampe et une 
partie du cortex, qui sont ensuite conservés à -80°C.   
Tableau 2. Tableau récapitulatif des différentes amorces utilisées pour 
génotyper les souris. 
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1.D. Extraction et quantification des ARNs du cortex (qRT-PCR)  
Après extraction, les cortex sont plongés dans l’azote et cryoconservés à -80°C. En 
suivant les instructions du fournisseur (Invitrogen®), 50mg de cortex ont été 
homogénéisés dans 1ml de TRIzol® Reagent à l’aide d’un homogénéiseur (Ultra-
Turrax). Après la phase de précipitation, les ARNs totaux contenus dans la phase 
aqueuse sont purifiés en utilisant le kit NucleoSpin® RNA II extraction kit (Macherey-
Nagel®) contenant de la DNase. Les ARNs sont alors resuspendus dans 40μl d’eau 
RNase-free et stockés à -80°C. Après quantification, les ARNs sont rétro-transcrits 
en ADNc en suivant les instructions du High-Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kit (Applied Biosystems®). Les ADNc obtenus sont utilisés pour réaliser des qPCR 
(PCR quantitatives). Pour cela, 3μl d’ADNc dilués sont ajoutés dans 10,5μl de 
tampon de réaction Brilliant II SYBR® Green QPCRMaster Mix (Agilent 
Technologies®) contenant des amorces de qPCR (Tab.3).  
 
Amorces de RT-
qPCR 
Sens Anti-sens 
   
Gapdh GGC AAG CCC ATC ACC ATC TT 
 
GCC TTC TCC ATG GTG GTG AA 
NeuN GGC AAT GGT GGG ACT CAA 
AA 
GGG ACC CGC TCC TTC AAC 
Adam30wt TGA TGC TCT TGC ATG GTC 
GTT TGG 
CCT GAG CCC ATG ATG CAA 
TTA AGC C 
Adam30mut GCG TTG GAT ATC CAG AGT 
TAG C 
CTA CAG CAA GAC  CCA GCT 
CAA 
App695SweInd TCT TCT TCT TCC ACC TCA GC 
 
GGT GAG TTT GTA AGT GAT 
GCC 
Cre AAC GCT GGT TAG CAC CGC 
AGG 
CCC TTC CAG GGC GCG AGT 
TG 
Cathepsine D GCC AAG TTT GAT GGC ATC 
TTG 
AAA GAC CGG AAG CAC GTT GT 
Bace1 AGG GCT TGC ACC TGT AGG 
AC 
GCC TGA GTA TGA CGC CAG TA 
 
 
 
Tableau 3 Tableau récapitulatif des différentes amorces utilisées pour la  
qPCR sur les différentes lignées de souris.  
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Ces amorces sont fournies par Eurogentec. L’expression des gènes correspondant à 
la quantité d’ARNm est normalisée à l’aide de deux gènes de ménages : NeuN et le 
gène de la GAPDH (finalement seul le gène NeuN a été retenu). 
 
1.E. Mesure des Aβ42 et Aβ40 par ELISA et Alpha Lisa 
Après extraction, les hippocampes sont plongés dans l’azote et cryoconservés à -
80°C puis homogénéisés dans un tampon guanidium (Johnson-Wood et al, 1997). 
Les niveaux d’Aβ42 et d’Aβ40 hippocampiques sont quantifiés de deux manières 
différentes. Les Aβ42 sont dosés grâce au kit ELISA Aβ1-42  d’Innogenetics en 
suivant leurs instructions alors que les Aβ1-40 sont quantifiés par un kit Alpha Lisa 
Aβ1-40 de chez PerkinElmer (France). Après extraction depuis l’hippocampe, les 
concentrations protéiques sont déterminées par dosage au moyen du réactif de 
Bradford (Bio-Rad Laboratories) Les tests statistiques sont réalisés avec un test non-
paramétrique de Mann-Whitney.  
 
1.F. Histologie 
L’histologie sur les hémisphères cérébraux de souris APPSweInd, ADAM30wt/ APPSweInd 
et ADAM30wt/APPSweInd/Cre a été effectuée par un service de neurohistologie à haut-
débit (NeuroScience Associates). Ces hémisphères sont inclus dans une matrice 
solide verte (Multibrain technology) et coupé selon l’axe rostrocaudal. Pour chaque 
cerveau, trois séries de 100 coupes coronales de 30μm d’épaisseur sont réalisées 
pour effectuer trois immunohistochimies différentes. Une série est destinée au 
marquage par l’anticorps  6E10 qui reconnaît les peptides amyloïdes. Les deux 
autres séries sont conservées pour mener d’autres expériences. Des photographies 
des blocs d’inclusions sont prises avant chaque découpe (résolution latérale de 13 
μm). Enfin, les images d’histologie sont numérisées grâce à un scanner à fond plat 
affichant une résolution latérale de 5μm (ImageScanner III, GE Healthcare).  
 
1.G. Reconstruction des images de cerveaux en 3D 
Collaboration avec le laboratoire CEA, I2BM du MIRcen (Fontenay-aux-Roses) 
Toutes les étapes du processus d’obtention des images sont effectuées en utilisant 
le BrainRAT 3D-HAPi pipeline (Dubois et al. 2007; Vandenberghe et al. 2014) ainsi 
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qu’un  logiciel  de traitement d’images dédié (BrainVISA, http://brainvisa.info). Pour 
éviter des biais liés aux expérimentateurs connaissant les souris, toutes les analyses 
d’images sont réalisées « à l’aveugle » sans connaissance du génotype des animaux 
utilisés. Pour chaque cerveau, les photos du bloc d’inclusion et les images 
d’histologie sont compilées (Fig.26). Le tissu cérébral est automatiquement délimité 
sur les photos des blocs d’inclusions puis masqué pour supprimer le fond. Les 
images sont prises de la même manière, coupes après coupes toujours selon la 
même position et les mêmes axes, puis compilées. La compilation de toutes les 
images a permis une reconstitution des cerveaux reprenant la forme originale des 
cerveaux congelés. Ces cerveaux virtuels en 3D servent alors de support pour les 
images d’histologie. Après la réalisation de toutes les coupes et images 
histologiques, les images sont superposées aux photos des coupes des blocs 
d’inclusions pour corriger la déformation des cerveaux provoquée par les 
expériences d’histologie et pour reconstituer un volume 3D histologique cohérent 
(résolution xyz: 5×5×90 μm3 pour les volumes histologiques marqués avec l’anticorps 
monoclonal 6E10). Pour chaque animal, le volume histologique du marquage avec 
l’anticorps 6E10 et le cerveau virtuel issu des coupes du bloc d’inclusion sont 
superposés en utilisant les mêmes références spatiales. L’image obtenue correspond 
à une projection en 3D des dépôts amyloïdes présent dans le cerveau de l’animal 
reconstitué en 3D.  
 
1.H. Quantification des dépôts amyloïdes des coupes histologiques 
Collaboration avec le laboratoire CEA, I2BM du MIRcen (Fontenay-aux-Roses) 
Sur les volumes histologiques du marquage avec l’anticorps 6E10, Les agrégats de 
peptides amyloïdes sont numériquement isolés par un classifieur Bayésien (sans a 
priori)  (Chubb et al., 2006). Chaque voxel (unité 3D en informatique) est classé soit 
positif au marquage des plaques amyloïdes, soit en tissu non marqué, soit en fond. 
Le classement est effectué en prenant compte de deux paramètres : (1) l’intensité de 
la coloration du voxel (ensemble des trois couleurs rouge, vert et bleu) (2) la 
moyenne de l’intensité de la coloration de la périphérie du voxel (chaque voxel 
possède 4 voisins sur un même plan et 6 en 3D). En suivant le protocole de 
Lebenberg et al. de 2010, un atlas d’hémi-cerveaux de souris est établi en prenant 
comme base l’atlas 3D de cerveau de souris du MRI 
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(http://www.mouseimaging.ca/technologies/C57Bl6j_mouse_ atlas.html, Dorr et al. 
2008). Pour cela, des transformations non-linéaires sont estimées pour chaque 
cerveau (en utilisant le MRI) puis appliquées à chaque volume de l’atlas 
correspondant. Le pourcentage du volume occupé par le marquage au 6E10 est 
rapporté à chaque volume de l’atlas. Bien que ces analyses soient automatisées, 
chaque étape de l’enregistrement des coupes et de l’isolation des colorations sont 
vérifiées visuellement.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 26. Etapes de la reconstitution des cerveaux de souris en 3D. (A)  
Photos compilées des coupes du bloc d’inclusion reformant le volume initial de 
l’hémisphère. (B) Identification des différentes zones cérébrales sur le volume 
reconstitué en prenant comme base l’atlas 3D de cerveau de souris du MRI. (C) 
Compilation des différentes immunohistochimies (avec l’anticorps 6E10) en prenant 
comme base le volume reconstitué en 3D du bloc d’inclusion. (D) Identification et 
isolation numérique des dépôts amyloïdes à parti r des immunohistochimies précédentes.  
 
A 
B 
C 
D 
Vue coronale Vue axiale Vue sagittale 
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2. Identification des substrats d’ADAM30 
 
2.A. Identification des substrats d’ADAM30 par COFRADIC, SILAC et marquage 
N-terminal des protéines   
Collaboration avec le laboratoire VIB de Gand 
Pour les expériences de COFRADIC (COmbined FRActional DIagonal 
Chromatography) (Van Damme et al. 2009), deux lignées HEK293-APP695wt 
exprimant stablement ADAM30wt ou ADAM30mut (HEK293-APP695wt-ADAM30wt et 
HEK293-APP695wt-ADAM30mut) ont été générées. Les cellules HEK293 ont l’avantage 
de ne pas avoir d’expression d’ADAM30 endogène. Ces cellules HEK293-APP695wt-
ADAM30wt et HEK293-APP695wt-ADAM30mut sont cultivées dans un milieu DMEM:F12 
(1:1) comprenant 10% de sérum de veau fœtal, Pénicilline/Streptomycine et 
100ng/ml de puromycine (Fig.72). Après quelques passages, les cellules sont 
cultivées pendant une semaine dans un milieu SILAC (DMEM:F12 1:1 comprenant 
du sérum de veau fœtal dialysé, de la Pénicilline/Streptomycine et 100ng/ml de 
puromycine) dans lequel est ajouté de l’Arginine 12C6 pour les cellules HEK293-
APP695wt-ADAM30mut ou de l’arginine 13C6 pour les cellules HEK293-APP695wt-
ADAM30wt (arginines « alourdies » en isotopes non radioactifs du carbone) 
(Fig.27.A.). Lors de la synthèse protéique, les cellules vont incorporer ces acides 
aminés, toutes les néo-protéines seront donc marquées. Au bout d’une semaine, les 
cellules sont trypsinisées et centrifugées (Fig.27.A.). Le culot est rincé au PBS puis 
lysé dans un tampon contenant du CHAPS. Pour effectuer une lyse complète, les 
échantillons sont soumis à trois cycles de chocs thermiques. Après mesure de la 
concentration en protéines, les lysats des cellules HEK293-APP695wt-ADAM30wt et 
HEK293-APP695wt-ADAM30mut sont mélangés à part égale (1:1) (Fig.27.A.). Ce mix 
est alors analysé par COFRADIC N-terminal. Pour cela, les premiers groupements 
amine des lysines et la partie N-terminale des protéines sont acétylées en utilisant de 
l’ester N-hydroxysuccinimide de tri-deutéro-acétate (AcD3). Les protéines sont 
ensuite digérées par de la trypsine qui ne clive que la partie C-terminale des 
protéines jusqu’à une arginine et ne reconnaît pas les lysines acétylées. Les 
peptides N-terminaux restant (ainsi que les peptides internes isolés de façon 
concomitante) dans le lysat commencent donc tous par une arginine marquée par un 
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12C6 si elles proviennent de cellules HEK293-APP695wt-ADAM30mut ou par un 13C6 si 
elles proviennent de cellules HEK293-APP695wt-ADAM30wt. La digestion à la trypsine 
génère donc deux groupes de peptides : un groupe présentant une extrémité N-
terminale acétylée et un groupe avec un groupement amine en premier, issus de la 
digestion trypsique. Ces derniers sont enrichis au travers d’une résine SCX par un 
fort échange de cation à pH3 puis séparés par une première RP-HPLC (Fig.27.A.) 
(Valkenborg et al. 2009).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HEK293-APP
695wt
-ADAM30
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HEK293-APP
695wt
-ADAM30
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protéines à la 
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Néosynthèse de protéines 
marquées 
Figure 27.A. Schématisation des différentes étapes de l’identification des 
substrats d’ADAM30 en associant COFRADIC, SILAC et marquage N -terminal 
des protéines. Les deux lignées sont cultivées en présence d’un milieu enrichi en 
arginine possédant un carbone 13 pour la  lignée sauvage et 12 pour la lignée mutée. Après 
une semaine permettant la néosynthèse des protéines alors marquées, les cellules sont 
lysées puis mélangées au ratio 1:1. Une digestion trypsique (coupant après les lysines et 
les arginines) est effectuée. Le lysat est ensuite traité à l’AcD3 permettant une acétylation 
de la partie Nter des peptides. Après purificationpar RP-HPLC (chromatographie en phase 
liquide) de ces peptides doublements marqués, leur analyse est effectuée par 
spectrométrie de masse LC-MS/MS.Le spectre de droite représente les différents peptides 
obstenus pour la Cathepsine D, les pics impairs correspondent aux peptides provenant de 
la lignée mutante, les pics pairs proviennent de la lignée sauvage.    
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Les différentes fractions de peptides ainsi obtenues sont traitées par du TNBS qui 
modifie le premier groupement amine et donc augmente la rétention de ces peptides 
sur la colonne RP-HPLC. Cette fraction de peptides modifiés par le TNBS est ensuite 
repassée plusieurs fois dans la colonne RP-HPLC. Les peptides N-terminaux ainsi 
obtenus sont isolés puis analysés par spectrométrie de masse en tandem LC-MS/MS 
en utilisant le spectromètre de masse LTQ Orbitrap (Fig.27.A.). Les peptides obtenus 
sont alors identifiés par l’algorithme Mascot puis quantifiés par le logiciel Mascot 
Distiller.   
Comme tous les peptides N-terminaux n’ont qu’une seule arginine localisée à 
leur extrémité C-terminale et marquée soit par du 12C6 ou du 13C6, et que le mix de 
protéines des deux lignées cellulaires est préparé à parts égales, la plupart des 
peptides doivent avoir un ratio 12C/13C égal à 1:1. Cependant, les peptides 
correspondant aux protéines clivées par ADAM30 doivent être absents de 
l’échantillon provenant des cellules exprimant un ADAM30mut. Grâce à cette 
différence de profil peptidique,  ces peptides N-terminaux spécifiques d’ADAM30 
n’apparaissent que dans la fraction marquée au 13C6 avec un ratio 12C:13C 
significativement en dessous de 1. De par cette méthode, nous avons pu identifier 
2,238 protéines potentielles. Seulement, le logiciel Mascot Distiller ne quantifie pas 
tout le temps correctement les peptides, dont notamment les peptides présentant un 
groupement NH2 du côté C-terminal (issus de la digestion trypsique). Il a donc été 
nécessaire d’écarter ces peptides manuellement. Nous avons finalement choisi le 
test statisque de Huber ou distribution de Huber permettant de ne sélectionner que 
les peptides N-terminaux dont le ratio descendait significativement en dessous de 
0,707 (Fig.27.B.) (Staes et al., 2008). 
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2.B. Production des protéines recombinantes ADAM30wt  et ADAM30mut  
Les protéines recombinantes ADAM30wt et ADAM30mut ont été synthétisées par 
Genscript (Piscataway, USA) pour les expériences de mesure d’activité de la CTSD. 
Avant d’être sous-clonées dans un vecteur d’expression bactérien, le pGS21a, les 
expressions d’ADAM30wt et d’ADAM30mut sont  augmentées par une optimisation 
gène-codon. Les bactéries E.coli ArcticExpress (DE3) sont transformées avec les 
plasmides recombinant précédemment obtenus. Une seule colonie positive a été 
incubée dans du milieu LB contenant un antibiotique, l’ampicilline, sous agitation à 
37°C à 200rpm. Une fois la densité bactérienne requise atteinte (OD=0.60.8 à 
600nm) de l’IPTG est introduit pour l’induction. L’expression est alors vérifiée sur gel 
SDSPAGE et la purification est effectuée à l’aide d’un Tag Histidine (His-Tag). Grâce 
au gel coloré au bleu de Coomassie, la pureté a été estimée à près de 80% de 
protéines recombinantes. 
 
Figure.27.B. Distribution de Huber. La ligne rouge correspond à la distribution réelle ou « brute » 
des peptides. La ligne bleue représente la distribution des peptides normalisée. Les zones foncées et 
claires correspond respectivement à l’intervalle de confiance à 95% et 99%. L’intervalle à 95% à été utilisé 
pour déterminer si la différence de ratio observée d’un peptide donné par rapport aux autres peptides est 
statistiquement valable. 
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2.C. Mesure de l’activité de la CTSD in vitro et in cellulo 
L’activité de la Cathepsine D (CTSD) humaine recombinante (R&D Systems, Lille, 
France) a été mesurée par clivage de son substrat préférentiel. Ce peptide de 
synthèse, Mca-PLGL-Dpa-AR-NH2, est fluorogénique (R&D Systems). La CTSD 
(16μg/ml) est préincubée à 37°C pendant 30 min avant d’être diluée au 8e dans un 
tampon contenant 50mM de Tris-HCl pH7,5 et 300mM de NaCl. Dans les puits d’une 
plaque 96 puits noire opaque (Corning, Amsterdam, Pays-Bas), 25µl de CTSD sont 
incubés avec le substrat à 37°C pendant 40min. Le volume final de la solution 
incubée atteint 100µl comprenant 0,5μg/ml de CTSD et 10μM de substrat dans un 
tampon composé de 0,1M d’acétate de sodium et 0,2M de NaCl à pH3,5. La 
fluorescence émise par clivage du substrat par la CTSD a été mesurée par un lecteur 
de plaque Victor3 V1420 (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France) à une longueur d’onde 
d’excitation à 340nm et une émission à 410nm. La fluorescence du substrat blanc est 
soustraite. Pour évaluer l’effet d’ADAM30wt ou d’ADAM30mut sur l’activité de la CTSD, 
la CTSD est préincubée avec 84μg/ml de chaque protéine avant d’être diluée et 
incubée avec son substrat. L’activité de la CTSD mesurée est comparée avec celle 
de la CTSD préincubée avec 84μg/ml d’albumine de sérum de bœuf (Sigma, Lyon, 
France).  
Pour mesurer l’activité intracellulaire de la CTSD, les cellules HEK293-APP695WT sont 
ensemencées à raison de 300000 cellules par puits puis transfectées au bout de 24H 
avec le vecteur vide pcDNA-Mock, le pcDNA-ADAM30wt ou le vecteur pcDNA-
ADAM30mut. Après 48H, les cellules sont lysées et l’activité de la CTSD est mesurée 
de deux façons indépendantes : (1) au cours du temps, toutes les 5min pendant 
30min (0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 min) ou (2) en mesure terminale au bout de 30min, 
grâce au kit fluorométrique SensoLyte® Cathepsin D assay (AnaSpec®, USA). Toutes 
les expériences sont réalisées au moins en triplicata, et toutes les mesures sont 
effectuées deux fois pour chaque échantillon. Enfin, un test T bilatéral est effectué 
pour comparer les résultats.  
 
2.D. Mesure de l’activité de la CTSD  ex vivo  
Après extraction, les cortex des souris sont plongés dans l’azote et cryoconservés à -
80°C.  Les échantillons de cortex sont homogénéisés dans un tampon du kit 
Sensolyte 520 cathepsin D assay kit (Anaspec®, USA) contenant du DTT 
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(dithiothreitol), puis broyés à l’aide d’un homogénéiseur (Ultra-Turrax). Après 10min 
de centrifugation des surnageants à 12000rpm à 4°C, le kit SensoLyte® Cathepsin D 
assay kit (AnaSpec®) est utilisé pour analyser ces surnageants en suivant les 
instructions du fournisseur. L’activité de la Cathepsine D est alors mesurée de deux 
manières indépendantes réalisées trois fois chacune (triplicata) : une mesure au 
cours du temps, toutes les 5min pendant 30min et une mesure terminale qui 
comptabilise la totalité de l’activité CTSD sur 30min. Chaque mesure est effectuée 
deux fois pour un même échantillon de cortex et le résultat est normalisé par rapport 
au poids du cortex et à la concentration en protéines. Deux tests statistiques sont 
utilisés pour la comparaison des résultats : un test T bilatéral pour les mesures au 
cours du temps et un test non-paramétrique de Mann-Whitney pour la mesure 
terminale. 
 
 
 
 
3. Analyses du métabolisme de l’APP en fonction de l’expression 
d’ADAM30wt/mut, de la CTSD ou d’IRS4wt/mut 
 
3.A. Modèles cellulaires 
Deux modèles cellulaires complémentaires sont utilisés : les cellules SKNSH-SY5Y 
sont issues de neuroblastomes et les cellules embryonnaires humaines de rein 
HEK293. Ces cellules ont été précédemment transfectées dans notre laboratoire 
stablement avec l’ADNc de l’APP695wt. Les lignées SKNSH-SY5Y et SKNSH-SY5Y-
APP695wt sont cultivées dans un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 
(Gibco®, USA) auquel est ajouté 10% de sérum de veau fœtal, 50 U/ml de 
pénicilline/streptomycine (Invitrogen®, USA), 2mM de L-glutamine et 1mM de NEAA 
(acides aminés non essentiels) (Invitrogen®, USA). Les lignées HEK293 et les 
HEK293-APP695wt sont cultivées dans un milieu DMEM F-12 avec les mêmes 
adjuvants que pour les SKNSH-SY5Y sauf les NEAA. Toutes les lignées cellulaires 
utilisées sont cultivées en incubateur  à 37°C dont l’atmosphère est saturée en 
humidité et sous 5% de CO2. 
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Nous avons également généré deux lignées cellulaires HEK293 exprimant 
stablement l’APP695wt et ADAM30wt ou ADAM30mut. Pour cela, les cDNAs 
d’ADAM30wt et d’ADAM30mut sont excisés de leur vecteur pcDNA3.1 en utilisant les 
enzymes HindIII et NotI puis insérés dans un nouveau vecteur, le pLPCX (Clontech) 
via les même enzymes. Les rétrovirus utilisés pour réaliser ces lignées stables sont 
transfectés dans des cellules HEK293-APP695wt comme décrit précédemment (Augert 
et al. 2009). Vingt-quatre heures après leur ensemencement à raison de 2,6 millions 
de cellules par boîte de 10cm2 précoatées à la poly-lysine, les cellules HEK293-
APP695wt sont transfectées avec de l’Exgen 500 (Euromedex). Pour chaque condition, 
24µl d’Exgen 500 sont mélangés à 600µl de NaCl 0,9% puis le tout est incubé 
pendant 10min. Cette solution est alors mélangée avec une seconde solution 
comprenant 600µl de NaCl 0,9%, 1µg de VSV et 5µg de vecteur rétroviral. Après 
30min d’incubation, la solution est ajoutée dans le milieu Opti-Mem (Invitrogen) des 
cellules HEK293-APP695wt. Après 6h, le milieu est éliminé puis remplacé par le milieu 
de culture utilisé pour nos cellules HEK293 et les HEK293-APP695wt normales. Après 
deux jours de culture, le surnageant des cellules contenant les rétrovirus néo-
synthétisés est récupéré, filtré (filtre de 0,45µM ; Millipore), mélangé (1 :1) avec un 
nouveau milieu qu’avec 8µg/ml de polybrène. Enfin, ce surnageant contenant les 
virus est ajouté au milieu de nos cellules et laissé sous incubation pendant 7 h. Le 
milieu de ces cellules est ensuite remplacé par un milieu de culture neuf utilisé pour 
nos cellules HEK293 et les HEK293-APP695wt. La sélection eucaryotique débute 48h 
après infection à l’aide de la Puromycine à raison de 1,5µg/ml. 
 
3.B. Construction des plasmides 
L’ADNc de l’APP695wt à été précédemment obtenu dans notre laboratoire. Il est 
contenu dans un plasmide pcDNA3.1, vecteur d’expression mammalien possédant 
un promoteur fort et constitutif, le CMV (Cytomégalovirus). Dans ce vecteur sont 
aussi présents le gène de résistance à l’ampicilline et un site de clonage multiple 
permettant l’insertion de l’ADNc APP695wt (Vingtdeux et al. 2007).  
Pour obtenir le vecteur pcDNA-ADAM30wt, l’ADNc d’ADAM30wt a été synthétisé par 
la société TrueClone® et sa séquence validée par séquençage direct. Enfin, l’ADNc 
d’ADAM30wt est inséré par sous-clonage dans un vecteur d’expression mammalien, 
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le pcDNA3.1(+), en utilisant les sites de restrictions générés par l’enzyme de 
restriction Not I (Invitrogen®, USA).  
Le vecteur pcDNA-ADAM30wt/mut-GFP est créé par sous-clonage de l’ADNc de la 
GFP (Green Fluorescent Protein) dans le vecteur pcDNA3-ADAM30wt/mut en utilisant 
les sites de restrictions générés par Hind III et EcoR V. Une fois transfecté, ce 
vecteur permet l’expression de protéines de fusion ADAM30wt-GFP ou ADAM30mut-
GFP dont la partie N-terminale correspond à la protéine ADAM30wt/mut et la partie C-
terminale à la GFP.  
Le vecteur pCMV6-XL5 contenant l’ADNc d’IRS4 est obtenu auprès de la société 
Origene®. 
 
 
3.C. Mutagenèse dirigée 
ADAM30mut a été précédemment obtenue à partir du vecteur matrice pcDNA3-
ADAM30wt. Une mutagenèse dirigée des Histidines en Leucines en position 338, 342  
et 348 permet d’inactiver le site catalytique d’ADAM30. 
En suivant le même protocole, les mutants APP695 sont générés à partir du vecteur 
matrice pcDNA3-APP695wt. En mutant la Lysine en position 688 en codon stop, la 
protéine APP exprimée présente une extrémité C-terminale tronquée de ses 8 
derniers acides aminés, l’APP695mut obtenu est ainsi nommé APPΔC8. Aussi de la 
même manière, l’APPF690S est obtenu à partir de la mutation de la Phénylalanine en 
Sérine position 690 et l’APPE691V est obtenu à partir de la mutation de l’acide 
Glutamique et Valine en position 691. 
Toujours sur le même principe, le mutant IRS4 est obtenu à partir d’une mutagenèse 
dirigée dans le vecteur matrice pCMV6-XL5-IRS4wt. Deux mutations séquentielles 
sont nécessaires pour réaliser l’IRS4mut : une première de la Glycine en Alanine en 
position 595 suivie d’une seconde de la Glycine en Alanine en position 597 sur la 
séquence d’IRS4wt. 
Toutes les mutagenèses dirigées sont effectuées en utilisant le kit QuickChange II 
Site-Directed Mutagenesis (Stratagene®) en respectant les indications du 
fournisseur. Enfin, les séquences mutées sont vérifiées et validées par séquençage 
direct.  
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Amorces de 
mutagenèse 
Sens Anti-sens 
 
AppΔC8 
 
CGG CTAC GAA AAT CCA ACC TAC 
TAG TTC TTT GAG CAG ATG CAG 
 
CTG CAT CTG CTC AAA GAA CTA 
GTA GGT TGG ATT TTC GTA GCC G 
 
App-F690S CCA ACC TAC AAG TTC TCT GAG 
CAG ATG CAG AAC TAG 
CTA GTT CTG CAT CTG CTC AGA 
GAA CTT GTA GGT TGG 
 
App-E691V CCT ACA AGT TCT TTG TGC AGA 
TGC AGA ACT AGA AGG GCG 
CGC CCT TCT AGT TCT GCA TCT 
GCA CAA AGA ACT TGT AGG 
 
Irs4-G596A-
G597A 
GGC AAA GGC TCA GGA AGT GCG 
AAA GCA TCC GAT GGT C 
CAC CAT CGG ATG CTT TCG CAC 
TTC GTG AGC CTT TGC C 
 
 
 
 
 
3.D. Transfections 
Les transfections transitoires sont réalisées en suivant le protocole de l’Exgen500 
pour les cellules SKNSH-SY5Y-APP695wt (Fermentas®, France) et celui du Fugene-
HD pour les cellules HEK293/HEK293-APP695wt (Roche Diagnostics®, Suisse) en 
respectant les indications des deux fournisseurs.  
Pour l’analyse du métabolisme de l’APP, les lignées cellulaires SKNSH-SY5Y-
APP695wt et HEK293-APP695wt sont ensemencées en plaque 6 puits à raison de 
300000 cellules par puits et transfectées au bout de 24H avec 500μg de vecteur vide 
pcDNA ou pcDNA-Mock, de vecteur pcDNA-ADAM30wt ou encore de vecteur 
pcDNA-ADAM30mut.  
Pour l’analyse du métabolisme de l’APPΔC8, APPF690S et APPE691V, les cellules 
HEK293 sont ensemencées en plaque 6 puits à raison de 300000 cellules par puits 
et transfectées au bout de 24H avec 250μg de pcDNA-APP695wt, pcDNA-APPΔC8, 
pcDNA-APPF690S ou encore de pcDNA-APPE691V et 250μg de pcDNA-Mock ou de 
pcDNA-ADAM30wt.  
Pour mesurer l’impact d’IRS4 sur le métabolisme de l’APP, les cellules HEK293 sont 
ensemencées en plaque 6 puits à raison de 300000 cellules par puits et transfectées 
Tableau 4. Tableau récapitulatif des différentes amorces utilisées pour la 
mutagenèse dirigée 
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au bout de 24H avec 250μg de vecteur pcDNA-ADAM30wt ou de pcDNA-ADAM30mut 
ainsi que 250μg de pCMV6-XL5-IRS4wt ou de pCMV6-XL5-IRS4mut. 
Quarante-huit heures après transfection, les surnageants de culture sont prélevés 
pour une quantification des produits sécrétés du métabolisme de l’APP. Les cellules 
sont également lysées pour mesurer par western blot l’expression d’ADAM30wt/mut, 
de l’APPwt/mut ou d’IRS4wt/mut ainsi que les différents métabolites de l’APP non 
sécrétés. Toutes les expériences sont réalisées au moins en triplicata (trois 
expériences indépendantes de transfection pour chaque mutant), et toutes les 
mesures ont été faites deux fois pour chaque échantillon. Enfin, un test T bilatéral a 
été effectué pour comparer les résultats.  
 
 
3.E. Mesure de l’internalisation de l’APP 
Les cellules HEK293-APP695wt sont transfectées avec le vecteur pcDNA-ADAM30wt 
ou ADAM30mut dans des plaques de 100mm2. Quarante-huit heures après 
transfection, pour marquer l’APP à la surface des cellules, les cellules sont mises à 
incuber avec l’anticorps 6E10 ciblant l’APP pendant 1h à 4°C (voir tableau 3 pour 
l’anticorps). Pour stopper l’internalisation de l’APP, les cellules sont laissées à 4°C 
puis fixées avec du paraformaldéhyde en suivant le protocole d’immunofluorescence 
(voir section 3.C.). Pour induire l’internalisation de l’APP, ces cellules ont été 
incubées à 37°C pendant 5min, 15min ou 30min puis fixées avec du 
paraformaldéhyde en suivant le protocole d’immunofluorescence (voir section 3.C.). 
Les anticorps primaires et secondaires utilisés pour cette immunofluorescence sont 
les mêmes que ceux décrits dans la section 3.C.  
 
3.F. Traitements inhibiteurs des Cathepsines  
Pour les expériences d’inhibition des cathepsines, les cellules les cellules HEK293-
APP695wt sont ensemencées à raison de 300000 cellules par puits puis transfectées 
au bout de 24H avec le vecteur vide pcDNA-Mock, le pcDNA-ADAM30wt ou le 
vecteur pcDNA-ADAM30mut puis exposées pendant 24H supplémentaires à la 
pepstatine A (10µM) (Sigma-Aldrich, Allemagne), à la leupeptine (20µM) (Sigma-
Aldrich) ou à l’E64-D (10µM) (Sigma-Aldrich). Les métabolites de l’APP sont mesurés 
et quantifiés. Trois expériences indépendantes sont réalisées en duplicata et toutes 
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les mesures par ELISA sont effectuées deux fois pour chaque échantillon. Enfin, un 
test T bilatéral est effectué pour comparer les résultats.  
 
 
3.G. Traitements inhibiteurs du lysosome et protéasome  
Les cellules HEK293-APP695wt sont ensemencées à raison de 300000 cellules par 
puits puis transfectées au bout de 24H avec le vecteur vide pcDNA-Mock, le pcDNA-
ADAM30wt ou le vecteur pcDNA-ADAM30mut. Vingt-quatre heures après 
transfections, les cellules sont traitées soit avec 100nM de Bafylomicine A pendant 
16H (Sigma-Aldrich®, Allemagne), soit avec 1µM de Chloroquine pendant 16H 
(Sigma-Aldrich®, Allemagne) ou encore avec 1µM de Lactacystine pendant 5H 
(Calbiochem®, USA). Les métabolites de l’APP sont mesurés et quantifiés. Trois 
expériences indépendantes on été réalisées en duplicat et toutes les mesures par 
ELISA ont été effectuées deux fois pour chaque échantillon. Enfin, un test T bilatéral 
a été effectué pour comparer les résultats.  
 
3.H. Western Blots 
Les lysats cellulaires sont dénaturés puis déposés sur un gel de polyacrylamide (Bis-
Tris) 4-12% (Nu-PAGE Novex, Lifetechnologies). Après migration, les protéines sont 
électro-transférées sur membrane de nitrocellulose en utilisant le système Biorad 
Trans-Blot transfer system kit (Biorad, Hercules, CA, USA) selon les instructions du 
constructeur. Après vérification de la qualité du transfert grâce au rouge Ponceau, les 
membranes sont saturées dans du lait délipidé et dilué à 5% dans du TNT. Les 
membranes sont ensuite incubées avec l’anticorps primaire. Les Westerns Blots sont 
alors incubés avec un anticorps secondaire couplé à une activité Horseradish-
peroxydase (Jackson Immunoresearch laboratories, West Grove, PA, USA). La 
révélation est obtenue par chimioluminescence (luminata classico, EMD Millipore, 
Billerica, MA, USA) à l’aide du Biorad Chemidoc XRS (Biorad). Toutes les 
expériences sont réalisées au moins en triplicata, et toutes les mesures sont faites 
deux fois pour chaque échantillon. Enfin, un test T bilatéral a été effectué pour 
comparer les résultats.  
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Protéine cible Anticorps primaires  
ADAM30wt/mut 
ADAM30 antibody [N1N2], N-term GTX117694, GeneTex, Irvine, 
Californie, USA (souris) 
APPwt/mut 
Rb APPCter-C17 (lapin) 
Ms Beta Amyloid, 1-16 (6E10), Covance, Princetown, NJ, USA (souris) 
CTSD 
Ms [CTD-19] to Cathepsin D (ab6313), Abcam, Cambridge, RU (souris) 
 
EEA1 
Ms mAb to EEA1 [1G11] (ab70521), Abcam (souris) 
 
Rab7 
Ms mAb to RAB7 [Rab7 - 117] (ab50533), Abcam (souris) 
 
LAMP2 
Ms mAb to LAMP2 [H4B4]  (ab2563), Abcam (souris) 
 
IRS4wt/mut 
IRS4 antibody [EP907Y] (ab52622), Abcam (souris) (WB) 
IRS4 antibody (ab56477), Abcam (lapin) (IF,PLA) 
Anticorps secondaire life technologies, Waltham, Massachusetts 
 
Alexa Fluor 633 goat anti-mouse IgG (H+L) highly cross-adsorbed A21052 (souris) 
 
Alexa Fluor 633 goat anti-rabbit IgG (H+L) highly cross-adsorbed A21071 (lapin) 
 
Alexa Fluor 405 goat anti-mouse IgG (H+L) A31553 (souris) 
 
Alexa Fluor 405 goat anti-rabbit IgG (H+L) A31556 (lapin) 
 
 
 
 
 
3.I. Tests ELISAs 
Les Aβ1-40, Aβ1-42, APPs-α et APPs-β sont quantifiés par ELISAs sandwich : les Aβ1-
40 et Aβ1-42 sont mesurés grâce aux kits INNOTEST
® β-amyloid (1-42) et β-amyloid 
(1-40) (Innogenetics, Gent, Belgique), et les APPs-α et APPs-β sont mesurés avec 
les kits IBL-International® (IBL-International®, Allemagne). Les échantillons sont 
Tableau 5. Tableau récapitulatif des anticorps primaires et secondaires 
utilisés en Western Blot, en Immunofluorescence et en PLA. Tous les 
anticorps utilisés ont été obtenus auprès de fournisseurs.  
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déposés dans les puits de la plaque ELISA tapissés d’anticorps anti-Aβ1-40, Aβ1-42 
ou APPs-α et incubés à 4°C sur la nuit (ELISA Aβ1-40, APPs-α et APPs-β) ou 1 
heure à température ambiante (ELISA Aβ1-42). Après plusieurs rinçages de la 
plaque avec le tampon de lavage du kit (0,05% de Tween20 40 X dans un tampon 
phosphate), l’anticorps de détection couplé à une activité peroxydase est ajouté aux 
puits et le tout est incubé à 4°C pendant 1 heure (ELISA Aβ1-40 et Aβ1-42) ou 30 
minutes (ELISA APPs-α et APPs-β). Cet anticorps reconnaît un épitope différent de 
celui des anticorps tapissant les puits. Après rinçage, le chromogène (substrat de la 
peroxydase) est ajouté et mis à incuber pendant 30 min à température ambiante. 
Enfin, la réaction enzymatique est arrêtée par l’ajout d’une solution STOP (1 N 
H2SO4). Les mesures de l’activité peroxydase sont réalisées par un spectromètre à 
une longueur d’onde de 450 nm. 
 
 
3.J. Immunofluorescences et tests d’intéraction entre protéines (Proximity 
Ligation Assays - PLAs)  
Quarante-huit heures après transfection, les cellules sont lavées au PBS puis fixées 
au paraformaldéhyde dilué à 4% dans le PBS pendant 20min à température 
ambiante. Ces cellules sont ensuite perméabilisées à l’aide de Triton X-100 dilué à 
0.25% dans du PBS. Après saturation avec 5% de BSA (bovine serum albumin), les 
cellules sont incubées toute la nuit avec les anticorps primaires à 4°C (voir section 
3.A. pour les anticorps utilisés) dilués au 500e dans du PBS avec 5% de BSA et 
0.25% de Triton X-100. Après rinçage, les cellules sont incubées avec les anticorps 
secondaires dilués au 400e (voir section 3.A. pour les anticorps utilisés). Les lames 
sont ensuite analysées sous un microscope confocal (LSM 710) localisé au niveau 
de la plateforme de microscopie MICPAL (Institut Pasteur de Lille).  
Le protocole de départ du PLA est similaire à celui d’une immunofluorescence 
classique. Pour le PLA, la fixation dure 30min puis les cellules sont perméabilisées 
pendant 10min dans du Triton X-100 dilué à 0.25% dans du PBS. Après saturation 
dans une solution de BSA 1% (1% de BSA dans du PBS), les cellules sont incubées 
avec les anticorps primaires dilués dans de la BSA 1% pendant 2 heures à 
température ambiante. L’anticorps primaire anti-CTSD (Abcam, référence ab6313-
100) est dilué au 100e et l’anticorps primaire anti-ADAM30 (Genetex, référence 
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GTX117694) au 50e. Après trois rinçages au PBS, le PLA est effectuée en suivant 
les instructions du fournisseur et en utilisant les réactifs de leur kit (Olink Bioscience, 
Uppsala, Suède). La technique du PLA repose sur l’utilisation d’anticorps 
secondaires ciblant nos anticorps primaires utilisés de deux espèces différentes, 
couplés à des sondes nucléotidiques compatibles (une – et une +). Si deux protéines 
interagissent ou sont suffisamment proches, les sondes accrochées aux anticorps 
secondaires s’associent entre elles formant ainsi des doubles brins. Par réaction de 
PCR, ces sondes sont amplifiées une infinité de fois formant ainsi un long double brin 
d’ADN. L’ajout de sondes nucléotidiques couplées à un fluorophore déterminé (vert 
pour notre étude) va permettre la visualisation par microscopie à fluorescence de ces 
complexes par fixation de ces sondes sur les brins d’ADN néosynthétisés. 
 
 
3.K. Analyses statistiques 
Toutes les analyses statistiques sont réalisées au moyen du logiciel de statistiques 
SAS (version 9.1, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).  
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1. Caractérisation ex vivo de la modulation des dépôts amyloïdes par une sur-
expression d’ADAM30 
 
1.A. Caractérisation des lignées de souris utilisées 
Afin d’étudier l’impact d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP in vivo, nous 
avons mis en place un modèle de souris triple transgéniques. Ces souris expriment 
d’une part un APP humain présentant deux mutations connues, la mutation suédoise 
en K670M et N671L et la mutation Indiana en V717F, et d’autre part un ADAM30wt ou un 
ADAM30mut humain dont l’expression conditionnelle est sous contrôle de l’expression 
du gène Cre. Ces souris présentent une expression de l’APPSweInd spécifiquement au 
niveau du cerveau et principalement au niveau de l’hippocampe (Mucke et al. 2000). 
L’expression de Cre est localisée majoritairement au niveau de l’hippocampe mais 
aussi au niveau du Cortex et du Striatum (Burgin et al. 1990, Tsien et al. 1996). Si le 
gène d’ADAM30 humain est ubiquitaire dans nos souris grâce au locus Rosa26, son 
expression est inhibée par le codon stop localisé en amont du gène d’ADAM30 
(Fig.28). De ce fait, seules les régions cérébrales présentant une expression du gène 
Cre permettent une recombinaison des deux sites LoxP supprimant le codon stop et 
donc permettant l’expression d’ADAM30 (Fig. 31). Pour vérifier l’expression des 
différents gènes surexprimés, nous avons caractérisé ces souris par RT-qPCR (Fig. 
31). Le rôle des ADAMs dans différents métabolismes étant central et ADAM30 étant 
initialement identifiée au niveau des testicules, nous avons choisi un promoteur 
CamkIIα pour contrôler l’expression temporo-spatiale du gène Cre. Si CamkIIα 
permet une expression du gène Cre localisée au niveau de l’hippocampe et du 
cortex essentiellement, l’expression de CamkIIα ne débute que 14 jours après la 
naissance des souris, évitant ainsi les principales phases de développement critique 
des souris et n’intervenant pas dans la fertilité des mâles. Pour obtenir les souris 
triple transgéniques, nous avons procédé à des croisements de lignées de souris 
simple transgéniques. Nous avons alors travaillé sur des souris issues du croisement 
de souris APPSweInd-CamKIIα/Cre (C57bl6J) et de souris ADAM30wt ou ADAM30mut 
(C57Bl6N) utilisées uniquement en F1 à l’état hétérozygote. Ces souris que nous 
avons laissé vieillir 10mois sont dans un fond génétique mélangé C57BL6J/N 
(Fig.29). 
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Figure 29. Représentation des différents croisements de lignées de souris 
effectués pour obtenir nos souris triple transgénique. En rouge, les lignées de 
souris dans le fond génétique C57Bl6J, en bleu dans le fond génétique C57Bl6N et en 
violet, les lignées de souris maintenues en F1 dans le fond génétique C57Bl6J/N .Ces 
dernières sont toutes à l ’état hétérozygote.  
Figure 28. Schémas de la construction comportant le gène d’ADAM30 sous 
contrôle du système Crelox et du promoteur GAG. Les souris ne possédant que 
la contrustion de gauche n’expriment pas ADAM30 du fait du codon stop en amont. En 
revanche à gauche, les souris ADAM30-CamKIIαCre possèdant les deux constructions  
vont exprimer la cyclique recombinase Cre sous le contrôle du promoteur neuronal 
spécifique CamKIIα , permettant ainsi une recombianaison des deux sites loxP entourant 
le codon stop. Ceci conduit à la délétion de ce codon stop et à l’expression du gène 
d’ADAM30 sous contrôle de son promoteur fort GAG.  
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A dix mois, les souris sont pesées et leur glycémie est mesurée (Fig.30). Aucune 
variation significative de poids entre nos différentes lignées de souris n’a été 
observée chez les femelles et les mâles (Fig.30.A et C). Nous avons réalisé des 
mesures de glycémie sur nos souris mises à jeun pendant 6 heures (Fig.30.B et D). 
Les mesures ont été réalisées à 0min (avant l’injection de glucose) puis à 15, 30, 60, 
90 et 120min. Il semblerait que les lignées exprimant l’APPSweInd présentent des 
glycémies plus basses que les animaux n’exprimant pas cet APP et cette observation 
est particulièrement visible chez les femelles. Notons que les souris exprimant 
ADAM30wt semblent présenter à 15 et 30min une glycémie plus élevée que les souris 
exprimant ADAM30mut et ceci chez les deux sexes (Fig.30.B et D).  
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Figure 30. Mesure du poids et de la glycémie dans les différentes 
lignées de souris. A.(femelles) et C.(mâles) Mesure du poids des animaux à 10 
mois en fonction de leur génotype. Chaque point correspond au poids d’une souris. 
Les barres jaunes correspondent à la moyenne de poids de chaque lignée.  
B.(femelles) et D.(mâles) Mesure de la glycémie à 10 mois des différentes lignées 
de souris après 6h de jeûne, à 0min (avant injection) puis à 15, 30, 60, 90 et 120min 
après injection intrapéritonéale de glucose. La mesure de la glycémie a été réalisée 
à la queue à différents temps comme indiqué grâce à un glucomètre à bandelettes. 
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Après sacrifice, les cerveaux des souris sont extraits et disséqués pour 
séparer et récupérer l’hippocampe et le cortex. Nous avons utilisé le cortex pour 
extraire l’ARN et réaliser des RT-qPCRs. Ces RT-PCRs permettent de caractériser 
chaque lignée en vérifiant le niveau d’expression des différents gènes d’intérêt 
(APPSweInd, Cre, ADAM30wt, ADAM30mut) (Fig.31). Pour pouvoir comparer le niveau 
d’expression de chaque gène analysé, il est nécessaire de quantifier un gène 
rapporteur ou gène de ménage dont l’expression ne doit pas varier quelque soit les 
conditions ou le génotype des lignées. C’est pourquoi nous avions choisi initialement 
de quantifier l’expression de la GAPDH comme gène rapporteur. Cependant une 
variabilité a été constatée, indépendante d’un génotype en particulier mais 
potentiellement due au mélange des fonds génétiques C57BL6J et C57BL6N 
survenant lors du croisement pour obtenir les souris triple transgéniques. Nous avons 
donc testé et choisi un autre gène rapporteur, NeuN dont l’expression est stable 
quelque soit le génotype des lignées.  
Comme attendu, ADAM30wt  ou ADAM30mut ne sont exprimées que chez les 
souris exprimant le gène Cre (ADAM30wt/mut-CamKIIα/Cre, ADAM30wt/mut-APPSweInd-
CamKIIα/Cre) les autres souris possédant le gène d’ADAM30 ne l’expriment pas du 
fait de l’absence du gène Cre chez ces souris et donc de l’expression du codon 
STOP avant le gène d’ADAM30 (Fig.28 et 31). Nous avons pu constater que le 
niveau d’expression de l’APPSweInd est le même quelque soit la lignée de souris 
considérée. ADAM30 ne semble donc pas moduler l’expression de l’APP in vivo. Le 
niveau d’expression de l’APP semble légèrement diminuer en fonction du nombre de 
gènes d’intérêts portés par les lignées (Fig.31). L’expression de la Cre et d’ADAM30 
(nécessairement) semble légèrement augmenter en fonction du nombre de gènes 
d’intérêt portés par les lignées. Ainsi Cre et ADAM30 ont une expression plus élevée 
chez les souris triple transgéniques que chez les souris double transgéniques 
(Fig.31). Ces variations pourraient provenir du mélange de fond génétique, du 
nombre de gènes surexprimés ou du nombre de copies de ces gènes en fonction 
des croisements successifs effectués.   
Puisqu’ADAM30 ne semble pas moduler l’expression de l’APP nous avons 
voulu aussi déterminer si ADAM30 modulait l’expression des sécrétases impliquées 
dans le métabolisme de l’APP en regardant le niveau d’expression de BACE1 (une 
des deux β-sécrétases) (Fig.32).  
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Figure 31. Analyses par RT-qPCR des différents génotypes de nos lignées 
de souris sur-exprimant ou non ADAM30wt/mut  après 10 mois de 
vieillissement. Notons que seules les l ignées de souris possédant à la fois le 
transgène ADAM30 et le transgène Cre, vont avoir une expression d’ADAM30 qu’il  soit 
suavage ou muté ici en bleu foncé et en bleu clair.  Le gène NeuN neuronal est utilisé 
comme gène de référence endogène pour le niveau d’expression des transgénes.  Tests 
statistiques: test student 
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Comme attendu, nous avons pu constater que les groupes exprimant de l’APP 
présentent une expression de BACE1 plus élevées par rapport aux lignées de souris 
n’exprimant pas d’APP. Cependant, les lignées de souris exprimant ADAM30wt ou 
ADAM30mut ne présentent pas de variation du niveau d’expression de BACE1 par 
rapport aux lignées n’exprimant pas ADAM30 (Fig.32). 
 
1.B. Quantification des dépôts amyloïdes  
Pour mieux comprendre et évaluer l’impact d’ADAM30 sur le métabolisme de 
l’APP et la sécrétion du peptide amyloïde, nous avons décidé de quantifier les Aβ1-40 
et Aβ1-42 à partir des extraits obtenus des hippocampes des différentes lignées de 
souris issues de la génération F1 du croisement des souris APPSweInd-CamKIIα/Cre 
et de souris ADAM30wt ou ADAM30mut (Fig.29).  
Par ELISA, nous avons pu observer que les lignées de souris exprimant 
ADAM30wt (ADAM30wt-CamKIIα/Cre, ADAM30wt-APPSweInd-CamKIIα/Cre) présentent 
une quantité d’Aβ1-42 soluble hippocampique significativement inférieure à celle des 
lignées de souris exprimant seulement l’APPSweInd (Fig.33). Par exemple, les souris 
ADAM30wt-APPSweInd-CamKIIα/Cre ont un niveau d’Aβ1-42 hippocampique 39% plus 
bas que les souris ADAM30wt-APPSweInd (p=0,009). De plus, les souris exprimant un 
ADAM30mut (ADAM30mut-CamKIIα/Cre, ADAM30mut-APPSweInd-CamKIIα/Cre) ont une 
quantité d’Aβ1-42 soluble équivalente à celle des souris n’exprimant que l’APP
SweInd. 
Nous avons également pu constater que la concentration hippocampique d’Aβ1-42 
soluble est inversement corrélée au niveau d’expression d’ADAM30wt. Par exemple, 
les souris triple transgéniques ADAM30wt-APPSweInd-CamKIIα/Cre présentant un 
niveau d’expression d’ADAM30wt élevé ont une quantité d’Aβ1-42 plus faible que les 
souris triple transgéniques ayant un niveau d’expression d’ADAM30wt bas. 
Le modèle de souris APPSweInd est connu pour présenter une faible production 
d’Aβ1-40, c’est pourquoi nous avons choisi une méthode de détection plus sensible 
que l’ELISA. Ainsi par Alpha Lisa, parmi les souris présentant un niveau d’Aβ1-40 
suffisamment élevé pour pouvoir être détecté et analysé (ne représentant que la 
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Figure 32. Analyse par RT-qPCR du niveau d’expression de BACE1 dans 
nos lignées de souris surexprimant ou non ADAM30wt/mut. Plus le nombre de 
cycle de qPCR est élevé, moins l’expression du gène est forte.  Le gène NeuN neuronal est 
utilisé comme gène de référence endogène pour le niveau d’expression des transgénes. 
Aucune différence significative n’a pu être observée en utilisant un test de student.  
Figure 33. Variations de la concentration en Aβ42 dans l’hippocampe de 
différentes lignées de souris transgéniques exprimant ou non ADAM30 wt/mut. 
Mesures effectuées par tests ELISA avec l’anticorps 6E10. Trait épais: médiane de 
l'expression d'ADAM30 chez les différentes lignées de souris. Ligne fine centrale: 
moyenne. Lignes fines hautes et basses: premier et troisièmes quartiles.Cercles: 
individus ayant des valeurs extrêmes. Test statistique: test non -paramétrique de Mann-
Whitney. 
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moitié des animaux disponibles), nous avons pu observer un niveau d’Aβ1-40 
hippocampique plus faible chez les souris exprimant ADAM30wt par rapport aux 
souris n’exprimant pas ADAM30 (953±713 pour les souris ADAM30wt-APPSweInd-
CamKIIα/Cre contre 1904±554 pour les souris ADAM30wt-APPSweInd (p=0,02) et 
1597±887 pour les souris APPSweInd (p=0,10).  
 
1.C. Cartographie 3D des dépôts amyloïdes 
En collaboration avec le laboratoire CEA, I2BM du MIRCen, nous avons choisi 
d’utiliser l’histologie 3D à haut débit pour détecter et mesurer les dépôts amyloïdes 
au niveau du cerveau des différentes lignées de souris (Fig.34). A partir des coupes 
de cerveaux et des immonuhistochimies réalisées par la société Neuroscience 
Associates, le laboratoire CEA, I2BM du MIRCen a pu générér des images de 
cerveaux de souris en volume et projetter la répartition des dépôts amyloïdes au sein 
de ces volumes. L’histologie 3D a l’avantage (par rapport à l’histologie commune ou 
2D) de mettre en lumière non seulement les dépôts amyloïdes présents sur une 
coupe de cerveau de souris, mais également un volume complet des dépôts 
amyloïdes dans le cerveau des souris. Cet outil puissant permet donc de mieux 
représenter les variations de la quantité de dépôts en fonction de la zone cérébrale 
et de la lignée de souris étudiée (Fig.34).  
Grâce à l’histologie 3D, nous avons pu constater que, dans le pro-encéphale 
des souris triple transgéniques ADAM30wt-APPSweInd-CamKIIα/Cre, le volume occupé 
par les dépôts amyloïdes est significativement inférieur de 20% (p=0,03) à celui 
observé chez les souris double transgéniques ADAM30wt-APPSweInd (Fig.35). Cette 
différence est encore plus marquée lorsque l’on cible l’hippocampe où cette fois ci, le 
volume occupé par les dépôts amyloïdes chez les souris ADAM30wt-APPSweInd-
CamKIIα/Cre est significativement inférieur de 28% (p=0,01) par rapport à celui 
observé chez les souris ADAM30wt-APPSweInd (Fig.35). Ces résultats confortent donc 
l’hypothèse qu’ADAM30 semble responsable d’une diminution du niveau de peptides 
amyloïdes et plus précisément d’Aβ1-42 au niveau de l’hippocampe et font écho aux 
résultats obtenus en modèles cellulaires.  
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Figure 34. Reconstructions tridimensionnelles des cerveaux de souris sur -
exprimant ADAM30wt/mut et analyses des dépôts amyloïdes.  Images obtenues 
après compilations des immunohistochimies réalisées avec l’anticorps 6E10 à gauche ou 
des analyses numériques des dépôts amyloïdes issues de ces immunohistochimies à 
droite. 
Figure 35. Quantification des dépôts amyloïdes à partir des analyses 3D 
précédentes dans le prosencéphale et l’hippocampe des souris sur -
exprimant ou non ADAM30wt/mut.  Quantification réalisée à l’aide d’un logiciel 
d’analyse sur les volumes de la figure 34. Trait épais: médiane de l'expression d'ADAM30 
chez les différentes lignées de souris. Ligne fine centrale: moyenne. Lignes fines hautes 
et basses: premier et troisièmes quartiles. Test statistique: test non-paramétrique de 
Mann-Whitney. 
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2. Recherche des substrats d’ADAM30 
2.A. ADAM30 ne module pas directement les sécrétases du métabolisme de 
l’APP 
D’après les précédents résultats obtenus dans nos deux modèles cellulaires, 
nous avons pu constater que la sur-expression d’ADAM30wt entraîne une diminution 
de production de tous les produits du métabolisme de l’APP sans pour autant 
diminuer la production ni la quantité d’APP mature (holo-APP). Dans un premier 
temps, nous avons collaboré avec le laboratoire UMR 7275 CNRS de l’Institut de 
Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire de Nice, pour déterminer si l’action 
d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP pouvait passer par la modulation de l’activité 
des sécrétases ce qui impacterait indirectement les voies amyloïdogène et non-
amyloïdogène. Leurs travaux ont montré qu’ADAM30 ne module pas l’activité de la β 
et γ-sécrétase (Fig.36.A et B). 
Bien que nous ayons montré précédemment qu’ADAM30 n’était pas localisé 
au niveau de la membrane cellulaire, nous avons alors supposé qu’ADAM30 pourrait 
directement faciliter la dégradation de l’APP avant son entrée dans les voies 
amyloïdogène et non-amyloïdogène à la surface de la cellule. Pour vérifier cette 
hypothèse, nous avons mesuré l’internalisation de l’APP après sur-expression 
d’ADAM30wt ou d’un vecteur vide dans les cellules HEK293-APP695wt  (Fig.37). Nous 
avons pu constater que l’internalisation de l’APP ne varie pas quelque soit les 
conditions étudiées : sans incubation des cellules à 37°C, avec incubation des 
cellules à 37°C de 5 à 30min, en présence d’ADAM30wt ou non (Fig.37). ADAM30 ne 
semblerait donc pas dégrader directement l’APP et ne modulerait pas le métabolisme 
de l’APP en agissant sur les sécrétases.  
Nous avons donc supposé qu’ADAM30 pouvait moduler le métabolisme de l’APP de 
manière indirecte grâce à un substrat non déterminé. 
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Figure 37. Observation par immunofluorescence de l’impact d’ADAM30 sur 
l’internalisation de l’APP dans les cellules SKNSH-SY5Y-APP695wt. 
Observations et quantifications réalisées sur cellules misent à 4°C permettant de stopper 
les mécanismes d’internalisation, puis p rogressivement remisent à 37°C (de 5 à 30 min) .  
Test statistique: test non-paramétrique de Mann-Whitney.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 36. Mesure de l’activité de la γ (A) et β (B) sécrétase en présence ou 
non d’une sur-expression d’ADAM30wt/mut. L’activité de la β-sécrétase (mesure de 
l’intensité de flurorescence émise par son substrat) est mesurée en présence (traits 
clairs) ou non (traits foncés) d’un traitement inhibiteur de cette sécrétase.  
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2.B. Recherche des substrats d’ADAM30 : COFRADIC-SILAC 
A ce jour, aucun des substrats d’ADAM30 n’est connu. Nous avons choisi une 
approche différentielle systématique afin de mettre en évidence les substrats 
d’ADAM30. Cette méthode effectuée en collaboration avec les départements de 
Biochimie et de Recherche médicale sur les protéines du VIB de Ghent, est un 
ensemble de deux techniques différentes : le SILAC (SILAC-labeled N-terminones) 
permettant de marquer toutes les protéines néo-synthétisées de deux lignées 
cellulaires cultivées en parallèle dans des milieux enrichis en arginine marquée 
(marquage froid au carbone 12C ou 13C), et le COFRADIC (N-terminal Combined 
Fractional Diagonal Chromatography) permettant d’analyser le spectre peptidique de 
deux extraits de lignées cellulaires mélangés après acétylation des protéines en N-
terminal (Fig.27). Contrairement aux techniques classiques d’analyse du spectre 
peptidique, cette technique nous a permis de comparer directement et simultanément 
le profil peptidique de nos deux lignées cellulaires HEK293-APP695wt-ADAM30wt et 
HEK293-APP695wt-ADAM30mut. Puisque la seule différence entre nos deux lignées est 
l’expression d’ADAM30wt ou d’ADAM30mut, les peptides obtenus par ces techniques 
doivent correspondre aux protéines clivées par ADAM30 et donc doivent être 
absents de l’échantillon provenant des cellules exprimant un ADAM30mut. Ainsi, sur 
les 2238 protéines que nous avons pu obtenir par COFRADIC, seules 18 protéines 
caractérisées par 25 peptides différents ont été retenues (Tab.6). Cette sélection a 
été effectuée en tenant compte du ratio 12C:13C des néo-peptides N-terminaux 
marqués  par SILAC. Ces 18 protéines sont donc des substrats potentiels 
d’ADAM30. La majorité de ces protéines sont des histones ou des protéines 
ribosomales impliquées dans les mécanismes de transcription et de translation. Nous 
nous sommes intéressés à deux protéines présentes dans cette liste : la CTSD  
(Cathepsine D) et l’IRS4 (Insuline Receptor Subtrate 4) (Tab.6). 
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Protéine contenant le peptide 
ratio 
13
C/
12
C 
numéro 
d'accès 
Uniprot 
Séquence du peptide 
Insulin receptor substrate 4 (IRS-4) 0,29 O14654 SGGGKGSGSGKGSDGDGER 
ATP-dependent RNA helicase DDX3X 0,36 O00571 SSDNQSGGSTASKGR 
60S ribosomal protein L19 0,55 P84098 KKLLADQAEAR 
40S ribosomal protein S30 0,58 P62861 KKKKTGR 
Histone H1.1 0,61 Q02539 AKAVKPKAAKAR 
Histone H1.3 (Histone H1c) 0,61 P16402 AKKAGATAGKR 
40S ribosomal protein S30 0,62 P62861 KKKKKTGR 
Cathepsin D (CTSD) 0,65 P07339 ALGGVKVER 
60S ribosomal protein L31 0,67 P62899 PAKKGGEKKKGR 
60S ribosomal protein L31 0,68 P62899 SAINEVVTR 
Signal recognition particle 14 kDa protein (SRP14) 0,68 P37108 MVLLESEQFLTELTR 
60S ribosomal protein L31 0,69 P62899 AKKGGEKKKGR 
Histone H1.1 0,69 Q02539 AVKPKAAKAR 
39S ribosomal protein L4, mitochondrial 0,69 Q9BYD3 LSSLAEEAAR 
60S ribosomal protein L15 0,69 P61313 KKQSDVMR 
Nucleoside diphosphate kinase B (NDP kinase B) 0,69 P22392 LVAMKFLR 
60S ribosomal protein L21 0,70 P46778 TNTKGKR 
60S ribosomal protein L35 0,70 P42766 AKIKAR 
G kinase-anchoring protein 1 0,70 Q5VSY0 ASAVLSSVPTTASR 
60S ribosomal protein L31 0,70 P62899 APAKKGGEKKKGR 
60S ribosomal protein L30 0,70 P62888 VAAKKTKKSLESINSR 
60S ribosomal protein L18a 0,70 Q02543 MKASGTLR 
60S ribosomal protein 0,70 P36578 SGQGAFGNMCR 
Protein DEK 0,70 P35659 SGVNSELVKR 
40S ribosomal protein S3a (Fte-1) 0,71 P61247 AVGKNKR 
Tableau 6. Liste des protéines obtenue par la méthode COFRADIC-SILAC 
présentant une sur-représentation d’un de leur peptide dans les cellules 
HEK293-ADAM30wt comparé aux cellules HEK293-ADAM30mut. La plupart de ces 
substrats appartiennent à la famille des Histones ou des protéines ribosomales. Ils 
constituent un biais classique lié à cette méthode et sont  potentiellement issus d’un 
différentiel de croissance et de synchronisation des deux lignées. Ils n’ont donc pas été 
retenus pour la suite de l’analyse.  La liste des 18 substrats a été obtenue après analyse 
statistique des 2238 peptides issus de la technique COFRADIC -SILAC, en suivant la 
courbe de distribution de Huber (voir Fig.27.B.)  
 
 
- 136 - 
 
2.C. Deux substrats potentiels d’ADAM30 d’intérêt : CTSD et IRS4 
IRS4 est une phosphotyrosine de 160kDa faisant partie de la famille des 
substrats du récepteur à l’insuline (Fig.38). Cette famille contient actuellement 6 
membres connus (IRS1, IRS2, IRS3, IRS4, IRS5 ou DOK4 et IRS6 ou DOK5) bien 
que les mieux caractérisées soient IRS1 et IRS2. Toutes les IRS ont en commun 
d’être phosphorylées et activées par une tyrosine kinase, le récepteur à l’insuline. En 
plus d’un domaine N-terminal PH-PTB (Plecktrin Homology-Phosphotyrosine Binding 
domain), ces protéines transductrices du signal insulinémique possèdent des 
séquences hautement conservées au cours de l’évolution en C-terminal leur 
permettant d’interagir et d’activer d’autres protéines en aval de la voie de 
signalisation (Fig.38). On retrouve ainsi (1) un motif YXXM (présent 6 fois chez IRS4) 
qui permet la liaison au domaine SH2 de la protéine PI3K (Phosphatidylinositol 3-
Kinase), (2) un motif YXNX spécifique de la liaison au domaine SHS de la protéine 
Grb2, et enfin (3) un motif spécifique de liaison au domaine SH2 de la tyrosine 
phosphatase SHP-2 et de la phospholipase Cγ (Fig.38)  (Lavan et al. 1997, Fantin et 
al. 1999, Uchida et al. 2000, Cai et al. 2003). Enfin, si IRS1 et IRS2 sont largement 
exprimées dans la quasi totalité des tissus humains, l’expression d’IRS4 est 
retrouvée principalement dans le cerveau (hypothalamus), le rein, le foie… mais de 
manière beaucoup plus faible (Fantin et al. 1999).    
La CTSD est une aspartyl-protéase de 45kDa localisée au niveau de la voie 
endosome/lysosome et dont l’activité dépend de deux choses : un pH acide (celui 
des lysosomes) et une endocatalyse activatrice (par autocatalyse ou par d’autres 
cystéines-protéases). En effet, la CTSD mature est composée de deux chaînes, une 
légère de 14kDa et une lourde de 31kDa, mais est inactive après sa production (pré-
pro-CTSD) (Fig.39) (Fusek et al. 1992). Après coupure de son prodomaine au niveau 
du RE (pro-CTSD), la CTSD subie différentes modifications post-traductionnelles 
(glycosylations) puis est dirigée au niveau du lysosome où son domaine d’activation 
est clivé (CTSD mature). Enfin elle nécessite un clivage sur un site spécifique 
d’endoprotéolyse permettant ainsi la libération de ces deux chaînes qui se dimérisent 
et forment la CTSD mature active (Fig.39) (Fusek et al. 2005). Cette activation 
séquentielle serait nécessaire pour deux situations : (1) empêcher une activation trop 
précoce de  
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Figure 38. Représentation schématique des protéines de la famille des IRS 
dont IRS4, ainsi que les protéines de liaison (PI3K, GrB2 et SHP2) 
permettant la transduction du signal passant par ces IRS.  
Figure 39. Représentation schématique de la CTSD et de son activation 
séquentielle. La CTSD nécessite une autocatalyse au niveau de son site activateur pour 
libérer ses deux chaînes. Les deux chaînes vont alors ce dimériser grâce à un pont 
disulfure formant ainsi la CTSD activée.  
PH PTB 
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la CTSD qui conduirait à une dégradation non régulée des protéines des voies de 
sécrétions, et (2) limiter la dégradation de la CTSD elle-même lors de son transit vers 
le lysosome. L’activité de la CTSD et portée par deux résidus aspartates en position 
32 et 231 (Fig.39) (Fusek et al. 2005). 
De façon intéressante, nous avons pu observer que le site théorique de 
coupure d’ADAM30 sur la CTSD, obtenu par la méthode COFRADIC-SILAC, 
correspond au site d’endoprotéolyse nécessaire à l’activation de la CTSD (Fig.40). 
Ainsi, bien qu’IRS4 soit la protéine en tête de liste des substrats potentiels 
d’ADAM30, nous avons étudié en priorité la caractérisation de la relation potentielle 
entre ADAM30 et la CTSD. En effet, contrairement à IRS4 qui ne possède pas de 
lien direct avec le métabolisme de l’APP, il a été  montré que la CTSD participe à la 
dégradation et donc à la clairance de l’APP au sein du lysosome. De plus, certaines 
études montrent que la Cathepsine D participerait au métabolisme de l’APP en 
clivant celui-ci permettant ainsi la libération du peptide amyloïde (Sadik et al. 1999, 
Nixon et al. 2000). Aussi, bien qu’il ait été proposé que cette Cathepsine puisse être 
une nouvelle β-sécrétase ou γ-sécrétase de l’APP (Evin et al. 1999, Grüninger-Leitch 
et al. 2000), il semblerait que la CTSD participe au métabolisme de l’APP sans faire 
partie de ses sécrétases (Saftig et al. 1996). 
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Figure 40. Représentation du site de coupure potentiel d’ADAM30 sur la 
CTSD. La technique du COFRADIC nous a permis d’obtenir ici en rouge, la séquence du 
peptide correspondant à la CTSD. Cette technique nous a également permis d’obtenir le 
site de coupure potentiel d’ADAM30 sur la CTSD. ADAM30 pourrait cliver la CTSD au 
niveau de son site de clivage activateur et ainsi potentiellment l’activer.   
Figure 41.A. Schématisation du principe de quenching utilisé pour la 
mesure de l’activité de CTSD. Le substrat synthétique et très spécifique de la CTSD 
est lié à un fluorophore. Dans cette situatio, la fluorescence émise normalement par le 
fluorophore lors de son exc itation est aborbée par le substrat.  L’ajout de CTSD 
recombinante humaine conduit au clivage de son substrat permettant la libération du 
fluorophore. Le fluorophore libéré peut alors émettre de la fluroescence quantifiable 
lorsqu’il est excité.  
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3. Caractérisation de la Cathepsine D comme substrat d’ADAM30 
3.A. ADAM30 clive et active la CTSD in vitro 
Sachant que le site de coupure potentiel d’ADAM30 sur la CTSD obtenu par la 
méthode COFRADIC-SILAC est localisé au niveau de la séquence d’endoprotéolyse 
nécessaire à l’activation de la CTSD, nous avons supposé qu’ADAM30 pouvait être 
capable de cliver et d’activer la CTSD (Fig.40). Pour vérifier cette première 
hypothèse, nous avons utilisé un kit de détection de l’activité de la CTSD in vitro. Ce 
test basé sur la mesure de la fluorescence émise lors de la coupure du substrat de 
synthèse spécifique de la CTSD (principe du quenching : le substrat de la CTSD de 
par sa configuration « protège » le fluorophore, le clivage du substrat par la CTSD 
libère le fluorophore permettant alors l’émission de fluorescence à longueur d’onde 
spécifique) (Fig.41.A.). La pro-CTSD humaine recombinante est ainsi incubée avec 
son substrat de synthèse préférentiel seul ou avec une ADAM30wt ou ADAM30mut 
humaine recombinante. Comme attendu, nous avons pu détecter une fluorescence 
dans les tests réalisés uniquement avec la pro-CTSD et son substrat (Fig.41.B.). En 
effet, la CTSD est capable de s’autocatalyser et ainsi s’auto activer. Nous avons pu 
observer que les tests réalisés en présence de l’ADAM30wt présentent une 
augmentation significative (p=0,0001) de fluorescence de près du double par rapport 
à celle observée dans les tests sans ADAM30. ADAM30 serait donc bien capable de 
cliver et de favoriser l’activation de la CTSD. En revanche, nous avons pu constater 
que les tests effectués avec incubation d’ADAM30mut présentent les mêmes niveaux 
de fluorescence que les tests réalisés sans ADAM30 (Fig.41.B.). Le site catalytique 
d’ADAM30 semble donc crucial pour sa capacité à cliver et activer la CTSD.  
Dans un second temps, nous avons voulu confirmer ces résultats in vitro mais 
cette fois ci dans notre modèle cellulaire surexprimant stablement l’APP, les 
HEK293-APP695wt. Le principe et le kit sont les mêmes que précédemment à ceci 
près que les tests sont effectués sur des extraits de cultures cellulaires HEK293-
APP695wt surexprimant un vecteur vide, ADAM30wt ou ADAM30mut et les mesures 
sont effectuées à différents temps, permettant d’évaluer la cinétique d’activation de la 
CTSD. Comme observé lors des tests in vitro, nous avons pu constater que la CTSD 
est activée dans les cellules n’exprimant pas ADAM30 (Fig.42). Lorsque ces cellules 
surexpriment ADAM30wt, l’activité de la CTSD est significativement augmentée  
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Figure 41.B. Mesure in vitro de l’activité de la CTSD. Mesure réalisée après 
incubation du substrat synthétique spécifique de la CTSD avec : seulement de la CTSD 
recombinante humaine (blanc), de la CTSD recombinante humaine et de l’ADAM30
wt
 
recombinante humaine (bleu foncé) ou de la CTSD recombinante humaine et de 
l’ADAM30
mut
 recombiante humaine (bleu clair ).  Mesures réalisées 5 fois de manière 
indépendantes.  Test statistique: test student. 
Figure 42. Mesure cinétique de l’activité de la CTSD à partir d’extraits 
protéiques de cellules HEK293-APP695wt. Ces cellules ont été transfectées soit 
avec un vecteur vide (BSA) (en gris), un vecteur contenant ADAM30
wt
 (en bleu foncé) ou 
un vecteur contenant ADAM30
mut
 (en bleu clair) . Le kit de mesure de l’acitivté de la CTSD 
est le même que celui utilisé in vitroet repose sur l’utilisation d’un  substrat synthétique 
de la CTSD quenchant un fluorophore.  Mesures réalisées 5 fois de manière 
indépendantes.  Test statistique: test student. 
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jusqu’à près de 220% (p=0,0001) par rapport à celle constatée dans les cellules 
exprimant le vecteur vide. A l’inverse, la sur-expression d’ADAM30mut dans nos 
cellules n’engendre pas d’augmentation d’activité de la CTSD et ne module pas sa 
cinétique d’activation (Fig.42). Il semblerait donc qu’ADAM30 soit capable d’activer la 
CTSD dans un modèle cellulaire HEK293-APP695wt et que cette action nécessite la 
fonctionnalité du domaine catalytique d’ADAM30. 
 
3.B. Activation de la Cathepsine D par ADAM30 ex vivo 
La validation du clivage et de l’activation de la CTSD par ADAM30 passe par 
une caractérisation de l’impact d’ADAM30 sur la CTSD in vivo. C’est pourquoi, après 
10mois de vieillissement, nous avons sacrifié nos souris et extrait le cerveau pour 
obtenir le cortex. Bien que l’hippocampe soit la zone d’étude principale pour la 
maladie d’Alzheimer, nous avons choisi d’étudier le cortex pour des raisons 
techniques (l’hippocampe étant réservé pour les mesures concernant le métabolisme 
de l’APP). Comme l’hippocampe, le cortex présente une expression de CamkIIα/Cre 
et donc d’ADAM30. Ainsi, nous avons mesuré l’activité de la CTSD dans ces cortex 
en utilisant le même kit que celui utilisé précédemment, en réalisant deux types de 
mesures : (1) une mesure au bout de 30min d’incubation avec le substrat de 
synthèse de la CTSD (Fig.43), et (2) une mesure en cinétique toutes les 5min jusqu’à 
30min (Fig.44). Comme précédemment observé in vitro pour les tests menés à 
termes (30min) ou dans nos modèles cellulaires pour les tests de cinétiques, les 
souris n’exprimant pas ADAM30wt, soit les souris APPSweInd ou encore les souris 
ADAM30wt-APPSweInd (possédant le gène d’ADAM30wt mais ne l’exprimant pas), 
présentent une activation de la CTSD attendue (Fig.43 et 44). En revanche, chez les 
souris surexprimant ADAM30wt, soit les souris ADAM30wt-APPSweInd-Cre, on observe 
une augmentation significative de l’activité de la CTSD de 34% (p<0,001) pour les 
tests réalisés à 30min et de 7% (p=0,82) pour les tests réalisés en cinétique, par 
rapport à l’activité de la CTSD enregistrée chez les souris n’exprimant pas ADAM30. 
De même, les souris ADAM30mut-APPSweInd-Cre, exprimant un ADAM30mut, 
présentent un même niveau d’activité de la CTSD que les souris ne surexprimant pas 
d’ADAM30 (Fig.43 et 44). Il semblerait donc qu’ADAM30 soit capable de cliver et 
d’activer la CTSD que ce soit  
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Figure 43. Mesure de l’activité de la CTSD dans le cortex des différentes 
lignées de souris surexprimant ou non ADAM30 wt/mut. Le kit de détection de 
l’activité de la CTSD est le même que celui uti lisé in cellulo ou in vitro mais adapté po ur 
la mesure de l’activié de la CTSD murine.  A droite toutes les lignées sont représentées. 
Le schéma de gauche correspond à la comparaison du niveau d’expression de la CTSD 
uniquement dans les principaux groupes de souris d’intérêt.  Trait épais: médiane de 
l'expression d'ADAM30 chez les différentes lignées de souris. Ligne fine centrale: 
moyenne. Lignes fines hautes et basses: premier et troisièmes quartiles. Cercles: 
animaux présentant des valeurs extrêmes. Mesures réalisées 5 fois de manière 
indépendantes.  Test statistique: test non-paramétrique de Mann-Whitney. 
Figure 44. Mesure cinétique de l’activité de la CTSD dans le cortex des 
différentes lignées de souris surexprimant ou non ADAM30wt/mut. Même 
méthode utilisée que pour la figure précédente mais en mesurant l’activité de la CTSD 
toutes les 5 min entre 0 et 30 min.  Mesures réalisées 5 fois de manière indépendantes.  
Test statistique: test non-paramétrique de Mann-Whitney. 
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in vitro ou in vivo et cet effet est dans tous les cas dépendant entièrement du 
domaine catalytique d’ADAM30. 
Pour vérifier que l’effet d’ADAM30 sur la CTSD observé ex vivo est bien 
dépendant uniquement du clivage et donc d’une augmentation de l’activité et non 
d’une augmentation de l’expression de la CTSD en fonction de nos lignées de souris, 
nous avons quantifié l’expression de la CTSD dans nos cortex. Nous avons pu 
constater que l’expression de la CTSD ne varie pas quelque soit la lignée de souris 
étudiée, qu’elle exprime ou non ADAM30wt ou ADAM30mut (Fig.45). 
Enfin, par comparaison de la mesure de la concentration en Aβ1-42 et de 
l’activité de la CTSD dans nos souris âgées de 10mois, nous avons pu observer une 
corrélation significativement négative (p<0,05) entre la concentration en Aβ1-42 et 
l’activité de la CTSD uniquement dans le cerveau des souris triple transgéniques 
ADAM30wt-APPSweInd-Cre (comparaison effectuée à l’aide d’un test de corrélation de 
Spearman) (Fig.46). Ainsi, ce dernier résultat tend à renforcer le lien entre ADAM30, 
la CTSD et les dépôts amyloïdes. 
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Figure 45. Analyse par RT-qPCR du niveau d’expression de la CTSD dans 
nos lignées de souris surexprimant ou non ADAM30 wt/mut. Plus le nombre de 
cycle de qPCR est élevé, moins l’expression du gène est forte.  Le gène NeuN neuronal est 
utilisé comme gène de référence endogène pour le niveau d’expression des transgénes. 
Aucune différence significative n’a pu être observée en utilisant un test de student.  
Figure 46. Corrélation entre l’activité de la CTSD dans le cortex (Fig.43) et 
la concentration en Aβ42 solubles hippocampique chez les souris triple 
transgénqiues exprimant le transgène ADAM30wt (souris ADAM30wt-
APPSweInd-Cre) (Fig.33).  Test statistique: test non-paramétrique de Spearman. 
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Prot A Prot B 
3.C. ADAM30 et la CTSD colocalisent dans les mêmes compartiments 
cellulaires 
ADAM30 étant capable de cliver et d’activer la CTSD, il est donc nécessaire 
que ces deux protéines colocalisent. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons 
transfecté nos cellules HEK293-APP695wt avec ADAM30wt ou ADAM30mut puis 
observé par immunofluorescence la localisation d’ADAM30 et de la CTSD à l’aide de 
leurs anticorps spécifiques. En parallèle, nous avons également utilisé une autre 
technique de localisation qui permet aussi de visualiser la proximité (et 
potentiellement l’intéraction) entre deux protéines. Cette technique du PLA (Proximity 
Ligation Essay) repose sur l’utilisation d’anticorps secondaires couplés à des sondes 
nucléotidiques compatibles (une – et une +) (Fig.47). Si deux protéines interagissent 
ou sont suffisamment proches, les sondes s’associent entre elles formant ainsi des 
doubles brins. Par réaction de PCR, ces sondes sont amplifiées une infinité de fois 
formant ainsi un long double brin d’ADN dans lequel viennent se fixer des sondes 
fluorescentes. Ces liaisons permettent donc de ne faire fluorescer que les 
« couples » de protéines, facilement identifiables alors par un point vert. Grâce à ces 
deux techniques, nous avons pu constater que notre ADAM30 surexprimée 
colocalise avec la CTSD endogène dans nos cellules HEK293-APP695wt (Fig.48). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 47. Représentation schématique de la technique du Proximity 
Ligation Assay ou PLA. Lorsque les deux protéines cibles (ici A et B) sont proches 
(distance inférieure à 40nm), les sondes nucléotidiques complémentaires fixées sur les 
anticorps ciblant ces proteins vont pouvoir s’hybrider. Par réaction de PCR classique, ce 
fragment va pouvoir être amplifié pour former une longue séquence d’ADN sur laquelle 
vont pouvoir venir se fixer des petites sondes nucléotidiques couplées à un fluorophore.  
Ces dernières permet tent ainsi de visualiser l’intéraction potentielle entre les deux 
protéines A et B.  
 
 
- 147 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 48.Colocalisation d’ADAM30  surexprimé et de la CTSD endognèse. 
Immunofluorescences et PLAs réalisés dans les cellules HEK293 -APP
695wt
. Les cellules 
ont été transfectées avec le vecteur d’expression d’ADAM30 et celui de la CTSD. Pour le 
merge, les cellules ont été traitées au DAPI a fin de visualiser les noyaux. Puis les 
fluorescences d’ADAM30 et de la CTSD ont été superposées à la coloration au DAPI pour 
visualiser une potentielle colocalisation. Les spots de fluorescences verts obtenus pour 
la technique du PLA correspondent à une proximité très importante de la CTSD et 
d’ADAM30. Expériences réalisées 3 fois de manière indépendantes.  
Figure 49. Colocalisation d’ADAM30 avec les marqueurs de l’endosome 
tardif et celui du lysosome. Immunofluorescences réalisées sur les cellules HEK293 -
APP
695wt
 transfectées avec ADAM30. Les différents marqueurs des compartiments 
cellulaires ciblés sont EEA1 pour l’endosome précoce, Rab7 pour l’endosome tardif et 
Lamp2 pour le lysosome. Pour le merge, les cellules ont été traitées au DAPI afin de 
visualiser les noyaux. Expériences réalisées 3 fois de manière indépendantes.  
ADAM30 EEA1 DAPI + Merge 
ADAM30 Rab7 DAPI + Merge 
ADAM30 Lamp2 DAPI + Merge 
Immuno 
Fluorescence 
PLA 
ADAM30 CTSD DAPI + Merge 
DAPI ADAM30/CTSD Merge 
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S’il est connu que la CTSD est une protéine lysosomale retrouvée dans les 
vésicules de la voie endosome/lysosome, la localisation cellulaire d’ADAM30 n’a 
pour l’instant pas été identifiée. Sachant qu’ADAM30 et la CTSD semblent 
colocaliser, nous avons voulu rechercher si cette colocalisation avait lieu dans les 
vésicules de la voie endosome/lysosome. Pour cela, nous avons réalisé des 
expériences d’immunofluorescence nous permettant d’observer la colocalisation 
potentielle d’ADAM30 et de différents marqueurs des vésicules de la voie 
endosome/lysosome dans nos cellules HEK293-APP695wt surexprimant ADAM30wt ou 
ADAM30mut (Fig.49). ADAM30 et EEA1, un marqueur des endosomes précoces, ne 
montrent aucune colocalisation. Alors qu’une faible colocalisation est observée entre 
ADAM30 et LAMP2, un marqueur du lysosome, la plus forte colocalisation semble 
être observée entre ADAM30 et Rab7, un marqueur des endosomes tardifs. De 
façon intéressante, nous n’observons aucune différence de colocalisation lorsque 
nous surexprimons ADAM30mut (Fig.49).  
D’après tous ces résultats et du fait que les endosomes tardifs et les 
lysososmes soient les lieux connus d’activation de la CTSD et de son action en tant 
que protéase (Benes et al. 2008), ADAM30 et la CTSD pourraient colocaliser au sein 
de ces compartiments. La mutation du site catalytique d’ADAM30 ne semblerait pas 
modifier cette localisation.  
 
4. La modulation du métabolisme de l’APP par ADAM30 nécessite une 
activation spécifique de la CTSD et une séquence consensus sur l’APP 
4.A. Inhibition des cathepsines 
Bien que les résultats précédents semblent valider la CTSD comme substrat 
activé par ADAM30, la technique du COFRADIC-SILAC peut omettre des protéines 
possédant des séquences proches ou des homologues des substrats potentiels 
d’ADAM30. Ainsi, nous avons voulu savoir si cette capacité d’ADAM30 d’activer la 
CTSD était spécifique à cette cathepsine ou si d’autres protéines de la même famille 
pouvaient être activées par ADAM30. En effet, la CTSD n’est pas la seule cathepsine 
à être impliquée dans le métabolisme et la dégradation de l’APP. Il a été montré que 
la CTSD et la CTSB participent toutes deux au métabolisme de l’APP et  
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Figure 50. L’action d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP passe 
spécifiqueent par l’activité de la CTSD. Mesure du métabolisme de l’APP par 
ELISAs et WB après traitement à la pepstatine, leupeptine ou E64D des cellules HEK293 -
APP
695wt
 transfectées avec un vecteur vide, ADAM30
wt
 ou ADAM30
mut
.  La pepstatine est 
l’inhibiteur le plus spécifique de la CTSD à ce jour, la leupeptine inhibe les cystéines et 
sérines protéases et l’E64D inhibe la CTSB la CTSL, et la papaïne. Les traiments sont 
réalisés pendant 16h aux concentrations indiquées, 24 heures après transfection. 
Expériences réalisées 3 fois de manière indépendantes.  Test statistique: test student. 
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sont impliquées dans la production du peptide amyloïde (Dreyer et al. 1994, Mackay 
et al. 1997, Haque et al. 2008). Ainsi pour inclure ou écarter la CTSB des substrats 
potentiels d’ADAM30 intervenant dans le métabolisme de l’APP, nous avons utilisé 
une série d’inhibiteurs des cathepsines spécifiques ou ubiquitaires. Après sur-
expression d’un vecteur vide ou d’ADAM30wt, nos cellules HEK293-APP695wt sont 
traitées (ou non) avec un inhibiteur de cathepsines. La Pepstatine A (à ce jour 
l’inhibiteur le plus spécifique de la CTSD bien qu’il inhibe aussi la CTSE) est un 
inhibiteur des aspartyl-protéases ; l’inhibiteur utilisé pour la CTSB est la Leupeptine, 
un inhibiteur des sérine, cystéine et thréonine protéases ; et enfin l’E64D, un 
inhibiteur non sélectif des cystéines, cible autant la CTSB que la CTSL, la papaïne 
ou la calpaïne.  
Comme attendu et en accord avec la littérature, les cellules traitées avec les 
inhibiteurs de la CTSD ou de la CTSB présentent une diminution de la quantité 
d’Aβ1-40 et d’Aβ1-42 mesurée par ELISAs (Fig.50). Aussi, pour les cellules traitées à 
la Leupeptine, malgré la diminution de la quantité de métabolites entraînée par le 
traitement, nous avons pu constater que les cellules surexprimant ADAM30wt 
présentent une plus faible quantité de métabolites sécrétés que les cellules 
surexprimant un vecteur vide (APPs-α : -52%, APPs-β : -49%, Aβ1-40 : -24%, Aβ1-
42 : -31% par rapport aux cellules ne surexprimant pas ADAM30wt) (Fig.50). Un 
résultat similaire est obtenu lorsque ces cellules sont traitées à l’E64D. En revanche 
les cellules traitées à la Pepstatine A, exprimant ou non ADAM30wt, ne présentent 
plus de diminution de la quantité de métabolites de l’APP sécrétés observée 
normalement lors de la sur-expression d’ADAM30 (APPs-α : 0%, APPs-β : +2%, 
Aβ1-40 : +1%, Aβ1-42 : +4% par rapport aux cellules ne surexprimant pas 
ADAM30wt) (Fig.50). Il semblerait donc que seule la Pepstatine A, inhibiteur de la 
CTSD, soit capable d’empêcher l’action d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP. 
L’effet d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP semblerait donc uniquement 
dépendant de l’activité de la CTSD. 
 
4.B. Inhibition des différentes voies de dégradation cellulaire 
La CTSD est une protéase de la voie endosome/lysosome et nous avons  pu 
montrer qu’ADAM30 et la CTSD semblent colocaliser dans ces compartiments où  
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Figure 51. L’action d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP passerait par la 
voie endosome/lysosome, lieu d’activité de la CTSD.  Mesure du métabolisme de 
l’APP par ELISAs et WB après transfection des cellules HEK293 -APP
695 wt
 un vecteur vide 
ou le vecteur d’expression d’ADAM30
wt
. 24 heures après transfection, différents 
traitements inhibiteurs ont été effectués. Les traitements de 16 heures à la Chloroquine et 
à la Bafilomycine inhibent la voie endosome/lysosome. Le traitmentde 5 heures à la 
lactacystine inhibe le protéasome, autre voie de dégradation essentielle dans la cell ule 
mais ne faisant pas intervanir la CTSD.Seuls les APPs-α  ont pu être quantifiés par ELISA 
du fait de l’inhibition de la voie endosome/lysosome, conduisan t à l’inhibition de la voie 
amyloïdogène de l’APP et donc à la non production des APPs -β  et des Aβ . Expériences 
réalisées 3 fois de manière indépendantes.  Test statistique: test student. 
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ADAM30 activerait la CTSD pour faciliter la dégradation de l’APP. Pour vérifier 
l’importance de cette voie de dégradation endosome/lysosome, nous avons utilisé 
des inhibiteurs des différentes voies de dégradation majoritaires dans la cellule : la 
voie de l’endosome/lysosome et le protéasome (Fig.51). La Bafilomycine est un 
inhibiteur du lysosome. Cet agent empêche l’acidification du lysosome en bloquant 
les pompes à protons vacuolaires. La chloroquine est un agent lysosomotropique 
(qui s’accumule au niveau des lysosomes) dont l’effet principal est l’inhibition de 
l’autophagie par  inhibition du lysosome. Enfin, la lactacystine se fixe sur les sous-
unités catalytiques du protéasome et inhibe l’action du complexe du protéasome. 
Après transfection avec un vecteur vide ou ADAM30wt, les cellules HEK293-APP695wt 
sont traitées avec la bafilomycine, la chloroquine, la lactacystine ou avec le DMSO. 
Nous avons pu mesurer dans les cellules traitées avec les inhibiteurs du lysosome, la 
Bafilomycine et la Chloroquine, une quantité plus importante d’APP (holo-APP par 
WB) et d’APPs-α (ELISA), alors que les APPs-β, Aβ1-40 et Aβ1-42 n’étaient plus 
détectables (ELISA) (Fig.51). Ces résultats sont attendus puisque l’inhibition du 
lysosome neutralise la voie amyloïdogène (inhibant alors la production d’Aβ) 
entraînant ainsi une accumulation d’APP dans les cellules et une augmentation de la 
voie non-amyloïdogène (d’où l’augmentation de la quantité d’APPs-α sécrétés). Cet 
effet n’est pas constaté pour les cellules traitées au DMSO ou avec l’inhibiteur du 
protéasome, la Lactacystine (Fig.51). Nous avons également pu constater que la sur-
expression d’ADAM30wt ne provoque pas de diminution du métabolisme de l’APP 
dans les cellules traitées avec les inhibiteurs du lysosome, contrairement aux cellules 
traitées avec le DMSO ou avec l’inhibiteur du protéasome (Fig.51). Il semblerait donc 
qu’une inhibition du lysosome abolie l’effet d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP.  
Nous avions montré précédemment que la sur-expression d’ADAM30wt dans 
les cellules HEK293-APP695wt n’entraînait pas de modification de l’endocytose de 
l’APP membranaire (voir chapitre 2.A.). Aussi grâce à ces résultats et à ceux obtenus 
sur la voie endosome/lysosome avec ADAM30, nous avons supposé qu’ADAM30 
pouvait être impliquée dans la dégradation de l’APP en activant spécifiquement la 
cathepsine D au sein de la voie endosome/lysosome. Pour consolider cette 
hypothèse, nous avons traité nos lignées stables HEK293-APP695wt-ADAM30wt ou 
HEK293-APP695wt avec la bafilomycine, la pepstatine ou encore la leupeptine et nous 
avons mesuré l’accumulation de l’APP intracellulaire (Fig.52). 
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Figure 52. Impact d’ADAM30 sur l’accumulation d’APP intracellulaire. 
Expérience réalisée par immunofluorescence dans les cellules HEK293 -APP
695wt
 
surexprimant un vecteur vide ou ADAM30
wt
. Ces cellules ont été traitées avec différents 
inhibiteurs, la bafilomycine, la pepstatine et la leupeptine, empêchant ainsi une partie ou 
toute dégradation de l’APP dans les cellules. Cet APP va alors s’accumuler.Les 
quantifications ont été effectuées en mesurant la fluorescence des images de gauche. 
Expériences réalisées 3 fois de manière indépendantes.  Test statistique: test student. 
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Dans ces lignées non traitées, nous avons pu confirmer les résultats obtenus 
précédemment avec nos lignées HEK293-APP695wt surexprimant ADAM30wt ou un 
vecteur vide (voir chapitre 2.A.) à savoir aucune modification de l’accumulation de 
l’APP en présence d’ADAM30wt (Fig.52). En traitant nos cellules HEK293-APP695wt-
ADAM30wt avec l’inhibiteur de la CTSD, la Pepstatine, nous avons pu constater une 
augmentation de près de 51% (p<0,01) de l’accumulation d’APP intracellulaire par 
rapport aux cellules HEK293-APP695wt également traitées (Fig.52). Cette 
accumulation a été observée de deux façons : 1) directement par imagerie en 
immunofluorescence et 2) en mesurant l’intensité de la fluorescence obtenue en 
faisant croître la concentration en Pepstatine jusqu’à atteindre 10µM. Cette 
accumulation n’est pas obtenue lorsque les cellules HEK293-APP695wt-ADAM30wt et  
HEK293-APP695wt sont traitées avec l’inhibiteur du lysosome, la Bafilomycine, ou 
l’inhibiteur de la CTSB, la Leupeptine (Fig.52). Aucune différence d’accumulation de 
l’APP n’est observée entre les deux lignées quelque soit le traitement et la 
concentration utilisée. Ainsi, ces résultats indiqueraient que la dégradation et 
l’accumulation de l’APP dans la cellule résulte d’une balance entre l’activation ou non 
de la CTSD spécifiquement médiée par ADAM30. 
 
4.C. Mutation des différentes séquences consensus le l’APP-Cter  
Afin de comprendre la spécificité d’action d’ADAM30 pour la CTSD et le métabolisme 
de l’APP, nous avons analysé l’importance de la partie C-terminale de l’APP. En 
effet, il existe dans cette partie, et plus précisément dans ces 15 derniers acides 
aminés, différentes séquences d’adressage de l’APP vers des compartiments 
cellulaires, vers des voies de dégradation, ou encore des motifs d’internalisation  
(Fig.53). Dans ces sites consensus essentiels sont retrouvés : 1) un motif 
Y682ENPTY687 nécessaire à l’endocytose de l’APP, 2) une Thréonine en position 668 
(sur l’APP695) phosphorylable importante dans la régulation de la dégradation de 
l’APP après endocytose, 3) une séquence YxxØ (où Ø est un acide aminé très 
hydrophobe) permettant à l’APP d’être transloqué dans le lysosome et en enfin 4) un 
motif KFERQ potentiellement essentiel pour la voie du CMA (autophagie régulée par 
des protéines chaperonnes) (Fig.53). 
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Figure 53. Motifs spécifiques présents dans la partie C-terminale de 
l’APP695, de l’APLP1 et de l’APLP2.  En orange, la séquence d’internalisation est 
impliquée dans l’internalisation de l’APP depuis la<membrane. La séquence d’adressage 
au lysososme en violet permet de contrôler l’adressage de l’APP vers ce compartiement, 
Le motif du CMA ( l’autophagie médiée par des proteins chaperonne)  est ici potentiel. 
Enfin les deux sites de phosphorylation, la Thréonine 668 et la Tyrosine 682 sont en 
partie impliqués le contrôle du trafic intracellulaire de l’APP.  
 
 
Figure 54. Importance de la partie C-terminale de l’APP pour l’effet 
d’ADAM30. Mesure par ELISAs et WB de l’impact de la sur -expression d’ADAM30 dans 
des cellules HEK293 surexprimant  un APP
695wt
 ou un APPΔC8. L’APPΔC8 correspond à la 
forme de l’APP
695wt
 dans les 8 derniers acides aminés ont été délété sans supprimer la 
séquence d’internalisation. Ceci permet de ne pas bloquer le métabolisme de l’APP. 
Expériences réalisées 3 fois de manière indépendantes.  Test statistique: test student. 
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Nous avons alors réalisé un mutant de l’APP présentant une délétion des 8 
derniers acides aminés C-terminaux nommé APPΔC8. Cette mutation de la lysine en 
position 688 en un codon STOP génère un APP dont la plupart des sites consensus 
C-ter de l’APP sont délétés mais laisse intacte la séquence d’endocytose 
Y682ENPTY687 (Fig.53). Ainsi en surexprimant cet APPΔC8 et ADAM30
wt dans nos 
cellules HEK293, nous avons pu constater que, comme attendu,  la délétion des 8 
derniers acides aminés de semble pas modifier la production des différents 
métabolites de l’APP puisque la séquence d’endocytose a été épargnée (Fig.54). Par 
contre, la diminution des produits du métabolisme de l’APP normalement engendrée 
par ADAM30 n’est plus observable contrairement aux résultats obtenus dans les 
cellules surexprimant un APP695wt (Fig.54). Il semblerait donc que la partie C-
terminale de l’APP soit capitale pour l’action d’ADAM30. 
Pour déterminer quelle séquence consensus pourrait être responsable de 
cette spécificité, nous avons réalisé des mutations de ces différents motifs. Nous 
avons dans un premier temps muté la phénylalanine en sérine en position 690 
(APPF690S) pour modifier la séquence d’adressage au lysosome Y687KFF690 (Fig.55). 
Comme pour les cellules HEK293 précédemment co-transfectées avec l’APPΔC8 et 
ADAM30wt, la diminution des produits du métabolisme de l’APP observée dans les 
cellules surexprimant un APP695wt n’est plus constatée lors de la co-sur-expression 
de l’APPF690S avec ADAM30wt. De plus, nous avons également réalisé une seconde 
mutation, cette fois-ci de l’acide glutamique en valine en position 691 (APPE691V) 
(Fig.55). Cette nouvelle mutation ce situe en aval et donc en dehors de la séquence 
d’adressage au lysosome (Fig.53). Contrairement à ce qui a été observé avec la sur-
expression de l’APPF690S avec ADAM30wt, une diminution de la quantité des 
différents produits du métabolisme de l’APP est constatée que ce soit dans les 
cellules HEK293 co-surexprimant l’APPE691V avec ADAM30wt ou dans les cellules 
HEK293 co-surexprimant l’APP695wt avec ADAM30wt (Fig.55). Ces résultats semblent 
donc indiquer que seule une mutation de la séquence d’adressage au lysosome 
conduise à une perte de l’impact d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP. Cette 
séquence d’adressage au lysosome serait donc capitale pour l’effet d’ADAM30 sur le 
métabolisme de l’APP et passerait par l’activation ciblée de la CTSD au sein de la 
voie endosome/lysosome. 
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Figure 55. L’impact d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP nécessite le 
signal d’adressage au lysosome de l’APP. Mesure par ELISAs de l’impact de la 
sur-expression d’ADAM30 dans des cellules HEK293 surexprimant un APP
695wt
, un 
APPΔC8, un APP
F690S 
(APP
695wt
dont le signal d’adressage au lysosome a été muté) ou un 
APP
E691V 
(APP
695wt
dont un acide aminé proche du signal d’adressage au lysosome mais 
pas dans sa séquence, a été muté). Expériences réalisées 3 fois de manière 
indépendantes. Test statistique: test student.  
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5. Premiers travaux de caractérisation d’IRS4 comme autre substrat d’ADAM30 
 
Cette partie traitera essentiellement de travaux en cours de réalisation et ne sont 
donc pas soumis pour l’instant à publication. 
 
5.A. Sur-expression d’IRS4 et modulation du métabolisme de l’APP 
Pour comprendre la relation potentielle entre IRS4, ADAM30 et le 
métabolisme de l’APP, nous avons dans un premier temps surexprimé un IRS4 
humain dans nos cellules HEK293-APP695wt (Fig.56). Nous avons pu observer que la 
sur-expression d’IRS4 entraîne une augmentation de production de tous les produits 
du métabolisme de l’APP comparé aux cellules surexprimant un vecteur vide et ceci 
sans pour autant moduler la quantité d’holo-APP (Fig.56). Nous avons alors réalisé 
une double mutation du site de coupure potentiel d’ADAM30 sur IRS4 obtenu par la 
technique COFRADIC-SILAC (voir chapitre 2.B.). Cette mutation ne se situe pas 
dans les régions d’interaction spécifique d’IRS4 avec ces substrats comme Grb2 ou 
la PI3K (Fig.38). Nous avons alors surexprimé cet IRS4mut dans nos cellules 
HEK293-APP695wt. Comme précédemment avec la sur-expression d’IRS4wt, nous 
avons pu constater une augmentation de production de tous les produits du 
métabolisme de l’APP comparé aux cellules surexprimant un vecteur vide (Fig.56). 
La mutation apportée à IRS4 ne semblerait donc pas modifier l’action d’IRS4 sur le 
métabolisme de l’APP. Dans un second temps, nous avons réalisé des co-sur-
expression d’IRS4wt ou d’IRS4mut avec ADAM30wt ou ADAM30mut. Comme attendu, 
les cellules HEK293-APP695wt surexprimant ADAM30wt présentent bien une 
diminution de la quantité de tous les métabolites de l’APP et la sur-expression 
d’ADAM30mut n’entraîne pas cette diminution puisque le domaine catalytique 
d’ADAM30 est inactif (Fig.56). Comme constaté précédemment, la sur-expression 
d’IRS4wt ou d’IRS4mut seule conduit à une augmentation de la production de tous les 
produits du métabolisme de l’APP (Fig.56). Nous avons pu observer que la co-sur-
expression d’IRS4wt et d’ADAM30wt entraîne une augmentation de la production de 
tous les produits du métabolisme de l’APP par rapport aux quantités observées dans 
les cellules surexprimant un vecteur vide mais  
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Figure 56. Mesure par ELISAs et WB de l’impact de la sur -expression d’IRS4 
sur le métabolisme de l’APP  dans les cellules HEK293 -APP695wt. Expériences 
réalisées 3 fois de manière indépendantes. Test statistique: test student.  
Figure 57. Mesure par ELISAs de l’impact de la surexpression 
d’ADAM30wt/mut seule (en blanc), de la sur-expression d’IRS4wt avec celle 
d’ADAM30wt/mut (en violet foncé) ou encore de la sur-expression d’IRSmut 
avec celle d’ADAM30wt/mut (en violet clair) sur le métabolisme de l’APP  dans 
les cellules HEK293-APP695wt. Ces expériences n’ont pour l’instant été 
réalisées qu’une seule fois et uniquement sur les Aβ. 
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en quantité moindre que les cellules ne surexprimant que IRS4wt. La co-sur-
expression d’IRS4wt avec ADAM30mut au lieu d’ADAM30wt conduit à la même quantité 
de métabolites de l’APP mesurés que chez les cellules surexprimant un IRS4wt 
seulement (Fig.56). Enfin, la mutation d’IRS4 et sa co-sur-expression avec 
ADAM30wt entraine une augmentation de la quantité de tous les produits du 
métabolisme de l’APP à des niveaux équivalents de ceux obtenus dans nos cellules 
HEK293-APP695wt surexprimant seulement IRS4wt (Fig.56). Grâce à ces résultats 
préliminaires obtenus, IRS4 semblerait augmenter le métabolisme de l’APP et 
ADAM30 limiterait cet effet sans pour autant l’annuler. ADAM30 et IRS4 pourraient 
alors avoir un rôle antagoniste sur le métabolisme de l’APP. 
 
5.B. Localisation d’IRS4 
Les observations obtenues précédemment montrent qu’IRS4 semble avoir un 
impact sur le métabolisme de l’APP et ceci indépendamment d’ADAM30. Nous avons 
alors réalisé des immunofluorescences et PLA entre IRS4wt ou IRS4mut et l’APP695wt. 
Après sur-expression d’IRS4wt dans nos cellules HEK293-APP695wt, nous avons 
constaté une colocalisation entre IRS4 et l’APP en immunofluorescence et en PLA 
(Fig.58). Cette colocalisation qui indique simplement une proximité importante des 
deux protéines (pas nécessairement une interaction physique) est retrouvée lorsque 
IRS4mut est surexprimé à la place d’IRS4wt. Il semblerait donc que la mutation de la 
séquence de coupure potentielle d’ADAM30 sur IRS4 ne modifie pas sa localisation 
ni la colocalisation avec l’APP. IRS4 est une protéine appartenant à la voie de 
signalisation du récepteur à l’insuline. Elle sert essentiellement de relais 
phosphoprotéique entre le récepteur à l’insuline et les autres protéines transductrices 
du signal dont Grb2 et la PI3K (Fig.38) (Lavan et al. 1997, Fantin et al. 1999, Uchida 
et al. 2000, Cai et al. 2003). Suivant ces informations, nous avons supposé qu’IRS4 
pouvait moduler le métabolisme de l’APP en activant un de ses substrats. Il est 
notamment indiqué dans la littérature que l’APP est capable d’interagir avec Grb2 
(Nizzari et al. 2007). Nous avons réalisé des immunofluorescences et PLAs sur nos 
cellules HEK293 co-surexprimant IRS4wt et l’APPΔC8, l’APPF690S ou l’APPE691V pour 
déterminer si la partie C-terminale de l’APP est indispensable pour l’effet d’IRS4. 
Suite à la sur-expression de l’APPΔC8 et d’IRS4wt, les cellules HEK293 présentent  
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Figure 58. Observation par Immunofluorescences et PLAs d’IRS4 et de 
l’APP695wt dans les cellules HEK293-APP695wt surexprimant IRS4. Les cellules 
n’ont pas été transfectées, les immunofluorescences d’IRS4 correspondent à la protéine 
endogène, celles de l’APP correspondent à la surexpression stable de l’APP dans cette 
lignée cellulaire. Pour le merge, les cellules ont été traitées au DAPI afin de visualiser les 
noyaux. Puis les fluorescences de l’APP et d’IRS4 ont été superposées à la coloration au 
DAPI pour visualiser une potentielle colocalisation. Les spots de fluorescences ver ts 
obtenus pour la technique du PLA correspondent à une proximité très importante entre 
IRS4 et l’APP . Expériences réalisées 3 fois de manière indépendantes.  
 
Figure 59. Immunoprécipitation d’IRS4 et de l’APP à partir des cellules 
HEK293-APP695wt surexprimant IRS4. Le western blot du haut correspond aux 
protéines immunoprécipitées avec l’anticorps ciblant l’APP (4G8) ou celui ciblant IRS4 et 
révélées avec l’anticorps ciblant l’APP (4G8).Celui du bas est réalisé sur les mêmes 
précipitats mais révélé en utilisant l’anticorps ciblant l’iRS4 ce tte fois.  L’input correspond 
à l’extrait cellulaire sans immunoprécipitation (billes présentent mais sans anticorps). 
Cette expérience n’a été réalisée qu’une seule fois et est en cours de réplication.  
APP695wt IRS4 Merge 
DAPI IRS4/APP695wt Merge 
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moins de colocalisation que ce que nous avons pu observer chez les cellules 
surexprimant l’IRS4wt et l’APP695wt (Fig.60). En revanche, ni la sur-expression de 
l’APPF690S ou de l’APPE691V ne modifie le paterne de colocalisation entre IRS4 et 
l’APP (Fig.60). Bien que les huit derniers acides aminés de la partie C-terminale de 
l’APP puissent être nécessaires pour l’effet d’IRS4 sur le métabolisme de l’APP, il 
semblerait que cet effet ne soit pas directement lié à une séquence consensus 
spécifique localisée dans cette partie. En amont de la coupure ΔC8, il existe une 
séquence sur l’APP indispensable pour son internalisation, la séquence 
Y682ENPTY687 (Fig.53). La Tyrosine 682 de ce motif est un site de phosphorylation de 
l’APP décrit dans la littérature. Nous avons réalisé une mutation de cette Tyrosine en 
Alanine pour vérifier si cet acide aminé pouvait être le site de phosphorylation par 
IRS4 ou un de ces substrats. Bien que les résultats liés à ces travaux soient en cours 
de réplication, il semblerait que la colocalisation entre IRS4 et l’APP soit diminuée 
lorsque l’APPY682A est surexprimé, comparé aux cellules surexprimant l’APP695wt 
(Fig.60).  
Enfin nous avons pu réaliser des Immunoprécipitations de l’APP695 et d’IRS4 
dans les deux sens pour déterminer s’il existe une interaction physique entre ces 
deux protéines. En réalisant l’immunoprécipitation de l’APP695wt, nous avons pu 
obtenir par Western Blot une bande de 160kDa correspondant au poids moléculaire 
de l’IRS4 (Fig.59). Cependant, en réalisant l’immunoprécipitation d’IRS4, nous 
n’avons pas pu obtenir de bande correspondant à l’APP695wt (Fig.59). Bien que ces 
résultats soient toujours en cours, il semblerait qu’IRS4 et l’APP interagissent bien 
ensemble comme l’indiquent les différentes immunofluorescences et 
immunoprécipitations de l’APP mais l’immunoprécipitation d’IRS4 nous indique aussi 
que cette interaction pourrait être indirecte et faire appel à une protéine intermédiaire 
comme Grb2 ou la PI3K.  
Nous travaillons également actuellement sur la localisation d’IRS4 et 
d’ADAM30, mais nous n’avons pas pour l’instant pu montrer une colocalisation entre 
ces deux protéines. Il est possible que l’interaction soit suffisamment courte pour que 
nous ne puissions pas l’observer via nos techniques employées.  
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Figure 60. Observation par immunofluorescence et PLAs d’IRS4 et de l’APP695 wt, 
APPΔC8, APPF690S, APPE691V ou APPY682A dans les cellules HEK293 surexprimant 
l’APP695wt, APPΔC8, APPF690S, APPE691V ou APPY682A. Les immunofluorescences d’IRS4 
correspondent à la protéine endogène. Pour le merge, les cellules ont été traitées au DAPI afin de 
visualiser les noyaux. Puis les fluorescences des APPs et d’IRS4 ont été superposées à la 
coloration au DAPI pour visualiser une potentielle colocalisation. Les spots de fluorescences 
verts obtenus pour la technique du PLA correspondent à une proximité très importante entre IRS4 
et les différents APPs. Expériences réalisées 3 fois de manière indépendantes.  
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1. Identification d’un nouvel acteur dans la maladie d’Alzheimer 
La maladie d’Alzheimer est une maladie très largement étudiée mais son 
émergence ainsi que les processus physiopathologiques aboutissant à cette 
pathologie restent encore à déterminer précisément. Bien que nous connaissions 
l’importance du métabolisme de l’APP et celle de la régulation l’état de 
phosphorylation de la protéine Tau, une bataille d’experts se joue sur l’implication et 
l’intrication de ces deux métabolismes. De plus, d’autres mécanismes comme 
l’inflammation ou l’insulinorésistance cérébrale semblent influencer ou être 
directement impliqués dans cette pathologie. C’est pourquoi opter pour des 
approches multidisciplinaires devrait permettre de mettre en évidence de nouveaux 
acteurs de ses métabolismes et ainsi mieux identifier leurs interactions.  
L’utilisation de ses approches multidisciplinaires a permis à notre laboratoire 
d’identifier une nouvelle protéine potentiellement impliquée dans le métabolisme de 
l’APP et sa régulation. Notre approche originale a consisté en l’analyse 
transcriptomique de cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer et de 
ceux provenant de patients sains. Cette approche sans a priori mais focalisée sur la 
famille des ADAMs et MMPs a permis de mettre en avant quatre ADAMs 
potentiellement impliquées et seule l’expression d’ADAM30 s’est révélée 
significativement corrélée à la pathologie Alzheimer (Fig.22).  
ADAM30 est une métalloprotéase initialement identifiée et clonée en 1999 à 
partir du tissu testiculaire humain (Cerreti et al. 1999). Depuis, peu de travaux ont été 
effectués sur ADAM30 comme en témoigne les 4 publications disponibles seulement, 
toutes basées sur des études d’associations génétiques (Hu et al. 2009, Gupta et al. 
2012, Ho et al. 2013, Almawi et al. 2013). Si la plupart des ADAMs sont ploy-
exoniques (16 pour ADAM10, 19 pour ADAM17 et 23 pour ADAM33) le gène 
d’ADAM30 est mono-exonique. La seule autre ADAM partageant cette particularité 
est ADAM1. Ces deux protéines ont été localisées au niveau du testicule où ADAM1 
joue un rôle important dans la fertilité. ADAM30 est localisé au niveau du 
chromosome 1q12 à proximité du gène NOTCH2. 
Comme ADAM10 et ADAM17, la protéine ADAM30 est caractérisée par la 
présence d’un domaine catalytique dont l’activité enzymatique est dépendante de la 
présence d’un ion zinc, et d’un domaine d’interaction avec les intégrines en partie N-
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terminale (Fig.20 et 21) (Cerreti et al. 1999). Du fait de sa localisation au niveau des 
vésicules cellulaires, ADAM30 devrait présenter son domaine catalytique dans la 
lumière de ces vésicules. Ce domaine catalytique est capital pour l’activité de 
nombreuse ADAMs. Celui-ci est initialement bloqué par le prodomaine (Fig.20). Ce 
prodomaine existe chez de nombreuses protéines comme la CTSD et empêche une 
dégradation prématurée de la protéine avant sa maturation totale. Chez les plupart 
des ADAMs comme ADAM10 et ADAM17, le prodomaine est clivé et séparé de la 
protéine (Howard et al. 2000, Schlomann et al. 2002, Gonzales et al. 2004). Si le 
prodomaine est clivé chez ADAM30, il semblerait que celui-ci ne soit pas séparé 
mais reste accroché à la protéinase ce que nous avons pu constater par Western 
Blot (Une seule forme d’ADAM30 est observable contre deux pour ADAM10, la forme 
pro et la forme mature). Cette particularité est aussi retrouvée chez d’autres ADAMs 
comme ADAM12 (Wewer et al. 2006). 
Toutes les ADAMs sont des protéines transmembranaires de type I. Si de 
nombreuses ADAMs comme ADAM9, ADAM10, ADAM17 ou encore ADAM33 sont 
localisées à la membrane plasmique, nous avons pu déterminer qu’ADAM30 a une 
localisation uniquement intracellulaire et plus précisemment au niveau de la 
membrane de l’endosome tardif et du lysosome. Les premières expériences 
réalisées sur nos modèles cellulaires sur le métabolisme de l’APP ont montré que la 
sur-expression d’ADAM30 conduit à une diminution de production de tous les 
produits du métabolisme de l’APP incluant les APP sécrétés α et β ainsi que les Aβ1-
40 et Aβ1-42 (Fig.24). Seule la quantité de holo-APP (protéine complète) ne semble 
pas diminuée par la sur-expression d’ADAM30. A l’inverse, l’utilisation d’un sh-ARN 
contre ADAM30 induisant sa sous expression, provoque une augmentation de 
production de tous les métabolites de l’APP, sauf de l’APP lui-même (Fig.23). Enfin, 
contrairement à ADAM10, ADAM30 ne semble pas cliver directement l’APP. Ces 
résultats et la localisation particulière d’ADAM30 nous ont permis d’exclure cette 
ADAM comme α-sécrétase potentielle de l’APP comme le sont ADAM9, ADAM10 et 
ADAM17. 
Dans un second temps, nous avions émis l’hypothèse d’une action directe 
d’ADAM30 en tant que protéase sur les différentes sécrétases impliquées dans le 
métabolisme de l’APP expliquant ainsi la diminution de production globale observée 
sans variation du pool d’holo-APP. Les expériences menées en collaboration avec le 
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laboratoire CNRS UMR 7275 de l’Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire 
de Nice dans le cadre du Laboratoire d’Excellence Distalz ont permis d’écarter cette 
hypothèse initiale et notre laboratoire a également écarté l’APP comme substrat 
d’ADAM30 (Fig.36 et 37).   
 
2. Expression et étude de l’impact d’ADAM30 dans un modèle in vivo 
Suite aux résultats obtenus chez l’Homme et dans nos modèles cellulaires et 
afin de mieux comprendre l’importance de l’effet d’ADAM30, nous avons choisi 
d’étudier l’impact d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP in vivo dans un modèle 
murin. Bien que les modèles animaux soient plus contraignants et plus longs à 
mettre en place que les modèles cellulaires, ceux-ci offrent plusieurs avantages 
comme par exemple, l’étude d’un processus physiopathologique à court moyen et 
long terme ou la caractérisation physiologique et comportementale de cet effet.  
 
2.A. Choix du modèle expérimental 
La mise en place d’un modèle animal requière plusieurs choix importants. 
Ainsi, si de nombreux modèles existent, aucun ne reproduit exactement la pathologie 
Alzheimer. Ceci provient d’une part du fait que le champ de connaissances sur le 
pourquoi et le développement de la pathologie reste encore incomplet, et d’autre part 
que les modèles animaux, souvent murins, limitent nécessairement l’étude 
comportementale mais aussi la reproductibilité chez l’humain (Hall et al. 2012, 
LaFerla et al. 2012). C’est pourquoi bien souvent il est choisi une facette de la 
pathologie, dans notre cas le métabolisme de l’APP.  
Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, deux grandes écoles se distinguent 
quant aux modèles murins. La première est constituée des modèles basés sur 
l’injection intracérébrale de protéines purifiées comme les Aβ, ou de vecteurs viraux 
permettant l’expression accélérée et ciblée de ces protéines. Dans la deuxième sont 
retrouvés les modèles transgéniques. Ces modèles mono ou multi-transgéniques 
permettent l’expression contrôlée ou non d’un ou plusieurs gènes durant le 
développement et le vieillissement de l’animal. Ainsi, chaque école a ses avantages 
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et ses inconvénients. Les modèles par injection ont l’avantage de la rapidité, de la 
localisation très précise, de la reproductibilité et de la « force » de l’impact de la 
protéine injectée. Cependant, outre une chirurgie lourde, ils génèrent une 
inflammation et donc une réponse immunitaire réactionnelle à l’injection, 
indépendamment du produit injecté. De plus, la maladie d’Alzheimer est une 
pathologie très progressive qui ne correspond donc pas à la rapidité d’une injection 
intracérébrale. Les modèles transgéniques quant à eux offrent l’avantage d’une 
expression plus « physiopathologique » puisque le gène et donc la protéine sont 
exprimés aux cours du développement et/ou du vieillissement de l’animal entrainant 
une apparition progressive des effets ou des symptômes. Par exemple, l’APP peut 
être exprimé en évitant les phases critiques du développement cérébral et permettre 
de mesurer son impact au bout de 10mois de vieillissement ce qui correspond 
globalement à l’âge d’apparition de la maladie d’Alzheimer chez l’Homme. De plus, la 
protéine ainsi exprimée va être produite sur le long terme et ainsi permettre de 
caractériser son impact sur les métabolismes, la physiologie et le comportement au 
cours de la vie de l’animal. Un autre avantage important de ces modèles est la 
capacité de contrôler l’expression du gène d’intérêt qu’elle soit spatiale (pour une 
expression uniquement dans l’hippocampe par exemple) ou temporelle (Par exemple 
n’exprimer le gène qu’à partir de la naissance pour ainsi éviter des phases critiques 
du développement, ou éteindre un gène précis à un moment donné). Cependant, le 
nombre d’animaux nécessaire pour les croisements augmente fortement entre un 
modèle double transgénique et un modèle quintuple transgénique par exemple. De 
plus, le risque de dilution des fonds génétiques ou la diminution du nombre de copies 
du gène exprimé sont fortement dépendants du nombre de générations d’animaux 
effectuées et conduit souvent à une forte variabilité dans les résultats obtenus. Enfin, 
notons que dans les deux cas de figures, les dernières lois de Bioéthique rendent 
impérative l’application de la règle dite « des trois R », réduire, raffiner, remplacer. 
Ainsi un modèle animal, qu’il soit murin ou autre, nécessite d’utiliser le moins 
d’animaux possible et d’ajuster son modèle en fonction de la ou les questions posées 
tout en évitant les protocoles douloureux.  
Pour notre étude nous avons fait le choix d’un modèle de souris triple 
transgénique exprimant d’une part un APP double mutant (deux mutations humaines 
la Swedish et l’Indiana) et d’autre part ADAM30 (sauvage ou mutée) dont 
 
 
- 170 - 
 
l’expression temporo-spatiale est sous contrôle d’un système Cre/LoxP et donc de la 
CamKIIα. Il n’existe que 60% d’homologies entre l’ADAM30 souris et l’ADAM30 
humain et nous avons pu constater dans l’Allen Brain Atlas (www.brain-map.org) et 
sur Molecular Brain (www.molecularbrain.com) que l’expression d’ADAM30 n’est pas 
retrouvée de manière endogène dans le cerveau des souris mais est bien présente 
chez l’humain. C’est pourquoi, bien qu’une sous-expression d’ADAM30 via un 
modèle KO aurait pu être logique étant donné que les patients atteints de maladie 
d’Alzheimer présentent une diminution d’expression d’ADAM30, nous avons opté 
pour un modèle de sur-expression contrôlée d’ADAM30. De cette manière nous 
avons humanisé notre modèle de souris.  
 
2.A.1. Choix de la souris APP695SweInd 
Ce modèle de souris C57bl/6J est sous contrôle du promoteur PDGF-β qui 
permet une forte expression de l’APP695 spécifique aux neurones du néocortex et 
plus particulièrement de l’hippocampe (Mattson et al. 1997). Ce modèle de souris,  
très couramment utilisé pour l’étude de la pathologie amyloïde, porte deux mutations 
issues des formes familiales de la maladie d’Alzheimer : la mutation Swedish et la 
mutation Indiana. L’expression de cet APPSweInd humain conduit à une apparition plus 
rapide des dépôts amyloïdes que chez les souris exprimant un APP695swe (ex : 
Tg2576) ou un APP695Ind. Ainsi en histologie, on observe à partir de 5 à 7 mois des 
dépôts diffus de peptides amyloïdes et à partir de 8 à 10 mois des plaques d’Aβ sont 
présentes accompagnées d’une dystrophie neuronale dans leur périphérie directe 
(Mucke et al. 2000). D’un point de vue comportemental, à partir de 4 à 7 mois, les 
souris PDGF-APP695SweInd ont besoin de plus de temps que les souris WT pour 
retrouver la plate-forme immergée lors du test de la Piscine de Morris (Mucke et al. 
2000).  
Nous avons pu constater que bien que nos différentes lignées de souris ne 
semblent pas présenter de différences significatives de poids, il semblerait que les 
lignées de souris surexprimant l’APP présentent une glycémie plus basse que les 
lignées de souris n’exprimant pas l’APPSweInd (Fig.30). Ces travaux préliminaires sont 
pour l’instant difficiles à interpréter. En effet, la littérature nous informe que beaucoup 
de patients atteints de la maladie d’Alzheimer présentent une insulino résistance 
 
 
- 171 - 
 
cérébrale (Craft et al. 2007). Or il a été démontré par des analyses post-mortem et 
dans des modèles animaux que le métabolisme de l’insuline est perturbé et qu’il est 
constaté des niveaux d’insuline et de récepteurs à l’insuline plus faibles dans les 
cerveaux des cas Alzheimer (Steen et al. 2005, Lester-Coll et al. 2006, Moloney et al. 
2010).  
2.A.2. Lignées CamKIIα/Cre, ADAM30wt/mut et choix du système Cre/LoxP 
Du fait du rôle majeur de certaines ADAMs et comme ADAM30 fût initialement 
localisée au niveau des testicules (Cerreti et al. 1999), nous avons supposé qu’une 
sur-expression d’ADAM30 durant le développement pouvait potentiellement 
engendrer des problèmes au niveau de la fertilité des animaux voire même être 
potentiellement létale. Pour contourner ce problème, nous avons choisi d’éviter les 
phases importantes du développement ante et post-natal par une expression 
d’ADAM30 localisée uniquement au niveau du cerveau (principalement au niveau de 
l’hippocampe) et ce à partir du 14e jour post-natal (évite la phase critique pour la 
fertilité). Pour cela nous avons choisi un système Cre/LoxP sous contrôle du 
promoteur CamkIIα. Ce promoteur permet une expression du gène cible au niveau 
de l’Hippocampe majoritairement mais aussi dans le cortex et le striatum (Burgin et 
al. 1990, Minochiello et al. 1999). Ce système, expliqué en détail dans la section 
matériel et méthodes 4.A., nécessite deux lignées : l’une possèdant la construction 
contenant le gène ADAM30 précédé d’un codon STOP cerné par deux sites LoxP et 
l’autre exprimant le gène Cre sous contrôle du promoteur CamKIIα (Fig.28). Par 
croisement des deux lignées, la descendance possédant les deux constructions va 
exprimer au niveau du cerveau le gène Cre. Cette Cre va alors provoquer la 
recombinaison des deux sites LoxP autour du codon STOP permettant son excision. 
L’expression d’ADAM30 est alors possible sous contrôle de son promoteur GAG. Le 
problème de ces deux lignées provient essentiellement du fait qu’elles ne sont pas 
dans le même fond génétique : les souris CamkIIα/Cre sont dans un fond C57bl/6J et 
les souris ADAM sont dans un fond C57bl/6N (Fig.29). Pour éviter une trop forte 
dilution de nos fonds génétiques qui pourrait ajouter des variations non désirables 
dans nos tests, nous avons dans un premier temps croisé les souris PDGF-
APP695SweInd avec les souris CamkIIα/Cre. La descendance APPsweind-Cre a alors 
été croisée à son tour avec les souris ADAM30. Nous avons alors travaillé en F1 sur 
des souris hétérozygotes afin d’obtenir l’ensemble des génotypes possibles dans la 
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descendance. D’un point de vue métabolique, nous avons pu constater que les 
lignées de souris exprimant ADAM30wt semblent présenter une glycémie plus élevée 
que les lignées de souris surexprimant l’ADAM30mut (Fig.30). Bien que ces résultats 
soient préliminaires, nous pouvons supposer qu’ADAM30 puisse intervenir de façon 
indirecte sur le métabolisme de glucidique (potentiellement par la voie d’IRS4) et que 
la sur-expression d’ADAM30wt puisse altérer le métabolisme normal du glucose et 
provoquer une moins bonne réponse au test de glycémie que nous avons pu 
constater. Cette hypothèse pourrait être en partie soutenue par l’implication 
d’ADAM30 dans une GWAs effectuée sur le diabète de type II (Ho et al. 2013).  
 
2.B. Impact d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP in vivo 
Nous avons pu constater dans notre modèle de souris triple transgéniques 
que l’expression d’ADAM30wt entraîne une diminution notable de la concentration de 
dépôts amyloïdes au niveau de l’hippocampe et du cortex des souris (Fig.33, 34 et 
35). Au contraire, cette diminution de concentration de dépôts amyloïdes n’a pas été 
constatée chez les souris exprimant ADAM30mut. Ces résultats sont en adéquation 
avec ceux obtenus précédemment dans nos modèles cellulaires mais aussi chez 
l’Homme, renforçant ainsi l’importance d’ADAM30 pour la régulation du métabolisme 
de l’APP et notre hypothèse initiale. Aussi, nous avons pu constater comme chez 
l’humain une visible diminution des dépôts amyloïdes chez les souris exprimant 
ADAM30wt mais pas chez les souris exprimant ADAM30mut. Ces derniers résultats 
ont été générés dans un modèle cérébral en 3D réalisé en collaboration avec le 
laboratoire CEA de l’I2BM du MIRCen de Fontenay aux Roses (Fig.34 et 35). Outre 
la possibilité d’avoir un aperçu de la spatialisation des dépôts amyloïdes dans le 
cerveau des souris et en particulier dans l’hippocampe, le modèle 3D permet d’être 
plus précis que l’immunohistologie classique bidimensionnelle. En effet, 
l’immunohistologie est réalisée généralement sur 5 à 10 coupes de cerveau prises 
aléatoirement. A partir de ces coupes une quantification est réalisée avec 
extrapolation sur la quantité  de dépôts amyloïdes attendue dans le cerveau total ou 
la zone étudiée. Cependant, ces coupes ne représentent au final qu’une portion 
infime du cerveau de l’animal et donc il est possible de surestimer ou sous-estimer la 
quantité de dépôts dans le cerveau de l’animal en raison d’une variation 
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d’échantillonage, biais connu en statistique. A l’inverse, le modèle 3D est basé sur 
des centaines de coupes permettant ainsi d’une part d’affiner l’estimation de la 
quantité de dépôts amyloïdes observés et d’autre part de générer une représentation 
3D de la spatialisation des dépôts amyloïdes. C’est pourquoi nous avons opté pour 
un modèle 3D plutôt que des expériences d’immunohistologies 2D classiques.  
Nous avions pu déterminer dans nos lignées HEK293-APP695wt surexprimant 
ADAM30wt ou ADAM30mut qu’ADAM30 ne modulait pas l’activité des sécrétases. 
Nous avons pu vérifier ce résultat par RT-qPCR chez nos souris et avons constaté 
un résultat similaire (Fig.32). Seules les lignées surexprimant l’APP695SweInd 
présentent une augmentation de l’expression de BACE1 comme attendu. Ces 
résultats nous ont donc permis de confirmer le rôle régulateur d’ADAM30 pour le 
métabolisme de l’APP mais aussi que cet effet ne passe pas par une régulation des 
sécrétases. Bien que nous ayons montré précédemment qu’ADAM30 n’etait pas 
localisée au niveau de la membrane cellulaire, nous avons supposé qu’ADAM30 
pouvait directement faciliter la dégradation de l’APP avant son entrée dans les voies 
amyloïdogène et non-amyloïdogène à la surface de la cellule. Cependant, nous 
avons pu constater que la sur-expression d’ADAM30wt/mut ne modifiait pas le profil 
d’internalisation de l’APP (Fig.37). C’est pourquoi nous avons également cherché 
quels étaient les intermédiaires entre ADAM30 et le métabolisme de l’APP et donc 
quels pouvaient être les substrats d’ADAM30. 
 
3. CTSD et IRS4 : substrats d’ADAM30 et acteurs du métabolisme de l’APP 
Pour déterminer les substrats d’une protéine, plusieurs techniques existent et 
nous avons choisi celle qui maximise nos chances d’identifier un substrat d’ADAM30 
spécifique à son action sur le métabolisme de l’APP et ce sans a priori. Les 
techniques classiques d’immunoprécipitation et d’identification auraient été trop 
longues sachant qu’aucune donnée n’est disponible quant à un éventuel substrat et 
celui-ci pourrait être indépendant du métabolisme de l’APP. Une autre solution aurait 
été la comparaison directe des deux spectres protéiques bidimensionnels issus de la 
culture des deux lignées de cellules HEK293-APP695wt, l’une surexprimant ADAM30wt 
et l’autre surexprimant ADAM30mut. Nous avons opté pour une troisième solution en 
collaboration avec le laboratoire du VIB de Gand qui consiste en une technique de N-
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terminomique appelée COFRADIC-SILAC, détaillée dans la section matériel et 
méthodes 1.A. Cette technique présente plusieurs avantages par rapport aux autres 
techniques plus classiques : 1) les cellules sont cultivées et synchronisées 
permettant ainsi d’assurer un minimum de biais lié à un différentiel de croissance 
entre les lignées, 2) les lysats des cellules sont mélangés permettant une 
comparaison des deux lignées sur la même analyse de spectre, 3) les substrats ainsi 
obtenus ont beaucoup plus de chance d’être liés (de près ou de loin) au métabolisme 
de l’APP. Nous avons pu ainsi identifier 18 substrats potentiels incluant la CTSD et 
l’IRS4. Ce faible nombre de candidats pourrait être lié à certains aspects de la 
procédure expérimentale comme par exemple le nombre relativement restreint de 
protéines initialement détectées (2238) ou la dégradation rapide de certains 
fragments protéiques. Parmi les autres candidats potentiels, sont retrouvées un 
grand nombre de protéines ribosomales et protéines du cycle cellulaire (Tab.6). Bien 
que ces protéines puissent être des substrats potentiel d’ADAM30, il est probable 
qu’elles proviennent d’un biais inhérent à l’expérience et il est courant lors de 
l’utilisation de cette approche d’obtenir un grand nombre de ces protéines. En effet, 
même si les deux cultures de cellules sont synchronisées, les différences de 
croissance, de cycle et/ou de mort cellulaire engendrent nécessairement une 
sur/sous représentation de ces protéines lors d’une telle approche. 
 
3.A. La CTSD, protéase lysosomale et actrice du métabolisme de l’APP 
La CTSD participe à la dégradation et donc à la clairance de l’APP au sein du 
lysosome sans générer de peptide amyloïde (Malik et al. 2011). C’est pourquoi nous 
avons choisi de travailler dans un premier temps sur la CTSD. Certaines études 
montrent que la Cathepsine D participerait au métabolisme de l’APP en clivant celui-
ci permettant ainsi la libération du peptide amyloïde (Sadik et al. 1999, Nixon et al. 
2000). Aussi, bien que la CTSD participe au métabolisme de l’APP sans faire partie 
de ses sécrétases (Saftig et al. 1996) de nouvelles études tendent à présenter la 
cathepsine D comme potentielle nouvelle β-sécrétase de l’APP (Evin et al. 1999, 
Grüninger-Leitch et al. 2000). La CTSD est une aspartyl-protéase localisée au niveau 
de la voie endosome/lysosome et nécessite un clivage sur un site spécifique 
d’endoprotéolyse permettant ainsi la libération de deux chaînes constituant la CTSD 
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mature inactive qui se dimérisent et forment la CTSD mature active (Fig.39) (Fusek 
et al. 2005). De façon intéressante, nous avons pu observer que le site théorique de 
coupure d’ADAM30 sur la CTSD, obtenu par la méthode COFRADIC-SILAC, 
corresponde au site d’endoprotéolyse nécessaire à l’activation de la CTSD (Fig.40). 
Pour vérifier cette hypothèse, nous avons mesuré l’activité in vitro de la CTSD 
humaine recombinante en présence ou non d’ADAM30wt/mut humaine recombinante. 
Nous avons pu constater que l’activité de la CTSD augmente fortement en présence 
d’ADAM30wt (Fig.41). Nous avons réitéré cette expérience sur les lysats de nos 
cellules HEK293-APP695wt surexprimant ou non ADAM30wt/mut. Encore une fois nous 
avons pu observer une forte augmentation de l’activité de la CTSD uniquement en 
présence d’ADAM30wt (Fig.42). Pour consolider ces observations, nous aurions pu 
muter la CTSD au niveau du site de coupure potentiel d’ADAM30. Cependant 
comme précisé précédemment, le site de coupure potentiel d’ADAM correspond au 
site d’autocatalyse activatrice de la CTSD. Cette mutation n’aurait donc pas pu nous 
confirmer si la baisse d’activité de la CTSD espérée était le résultat d’une 
impossibilité de la part d’ADAM30 de couper et donc d’activer la CTSD ou tout 
simplement si la CTSD était incapable de s’auto-activer. Une autre possibilité que 
nous pourrions mettre en place est la production d’un peptide de synthèse 
correspondant à la région comprenant le site d’autocatalyse de la CTSD, à l’image 
de la technique utilisée dans le kit de mesure d’activité de la CTSD que nous 
employons déjà. Ce peptide piègerait un fluorophore (technique du quenching) qui 
serait libéré par la coupure de ce peptide par ADAM30. En mutant ce site de coupure 
synthétique, nous pourrions avoir la confirmation de l’implication d’ADAM30 dans le 
clivage direct de la CTSD. 
Enfin nous avons mesuré l’activité de la CTSD dans le cortex de nos souris et 
seules les souris exprimant ADAM30wt (soit les souris ADAM30wt-APPSweInd-
CamKIIα/Cre et ADAM30wt- CamKIIα/Cre) présentent une activité de la CTSD 
nettement augmentée par rapport aux autres lignées de souris n’exprimant pas 
ADAM30 ou exprimant un ADAM30mut (Fig.43 et 44). De façon intéressante, nous 
avons constaté que ces souris exprimant ADAM30wt ne présentaient pas 
d’augmentation de l’expression de la CTSD au niveau du cortex (Fig.45). Tous ces 
résultats convergent donc vers notre hypothèse de départ et valident le fait 
qu’ADAM30 soit capable de cliver et d’activer la CTSD sans augmenter son 
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expression. Nous avons pu également constater qu’il semble y avoir une corrélation 
positive entre le niveau d’activité de la CTSD et la concentration en Aβ dans le cortex 
des souris ADAM30wt-APPSweInd-CamKIIα/Cre renforçant ainsi notre hypothèse 
(Fig.46). La CTSD étant une protéine lysosomale mais aussi de l’endosome tardif et 
capable d’être clivée et activée par ADAM30, nous avons supposé que ces deux 
protéines devaient nécessairement être localisées dans les mêmes compartiments 
cellulaires à un moment donné. Cette hypothèse fût vérifiée par immunofluorescence 
mais aussi par PLA (Fig.48) où nous avons pu observer que cette colocalisation se 
situerait au niveau des endosomes tardifs et des lysosomes (Fig.49).  
Dans notre étude, une des limites de la technique du COFRADIC-SILAC est la 
possibilité d’avoir des faux positifs. En effet, les peptides identifiés peuvent 
correspondre à une protéine n’ayant potentiellement pas de réel lien avec ADAM30, 
donc être un artéfact. Pour vérifier cela, nous avons utilisé différents inhibiteurs 
spécifiques ou à large spectre des cathepsines et avons constaté que seule la 
pepstatine, l’inhibiteur de la CTSD, inhibe l’effet d’ADAM30 sur le métabolisme de 
l’APP. De manière intéressante nous avons pu constater que seule, la pepstatine 
induit une augmentation de production des peptides amyloïdes (Fig.50). La CTSD 
serait donc la seule cathepsine nécessaire à ADAM30 pour moduler le métabolisme 
de l’APP.  Ce résultat était attendu et soutient les observations disponibles dans la 
littérature montrant que la CTSD est capable de métaboliser et/ou dégrader l’APP 
(Sadik et al. 1999, Nixon et al. 2000, Malik et al. 2011). Cependant, en utilisant un 
inhibiteur de cette protéase nous avons pu constater une accumulation de peptides 
amyloïdes. Ce résultat tend à appuyer l’étude de Malik et al. de 2011 montrant que la 
CTSD dégrade l’APP sans générer de peptide amyloïde contrairement aux études 
précédentes (Sadik et al. 1999, Nixon et al. 2000).  
La CTSD n’est pas la seule cathepsine présente dans le lysosome ni la seule 
à être impliquée dans le catabolisme de l’APP comme par exemple la CTSB, la 
CTSE ou la CTSL (Mackay et al. 1997, Klein et al. 2009). Chez la souris, il a été 
montré que la CTSB est capable de dégrader l’Aβ issu de la sur-expression de l’APP 
humain (Wang et al. 2012). Nous aurions pu envisager de mesurer l’activité de la 
CTSB sans nos modèles de souris (la plus proche de la CTSD) cependant il a été 
montré que la CTSB ne clive pas l’APPswe chez les souris le sur-exprimant (Hook et 
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al. 2008). Ceci tend à renforcer nos résultats concernant l’impact d’ADAM30 sur la 
CTSD uniquement. 
Tous nos résultats semblent converger vers une importance de la voie 
endosome/lysosome pour l’action d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP. Cette voie 
est une des voies de dégradation principale de la cellule mais il en existe aussi deux 
autres principales : le protéasome ou encore l’autophagie dont la voie de la CMA fait 
partie (Fig.18). Le lysosome n’est pas un compartiment exclusif de la voie de 
dégradation endosome/lysosome et appartient aussi à la l’autophagie 
(Bandyopadhyay et al. 2010, Dice et al. 2007). C’est pourquoi nous avons utilisé des 
inhibiteurs de ces voies de dégradations pour déterminer si l’effet d’ADAM30 est 
dépendant de l’une d’elles. Nous avons constaté que si l’inhibiteur de la voie 
endosome/lysosome inhibe l’effet d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP, cela n’est 
pas le cas pour l’inhibiteur du protéasome (Fig.51). Nous avons alors supposé 
qu’ADAM30 pouvait être impliquée dans la dégradation de l’APP en activant 
spécifiquement la cathepsine D au sein de la voie endosome/lysosome. Pour 
consolider cette hypothèse, nous avons traité nos lignées stables HEK293-APP695wt-
ADAM30wt ou HEK293-APP695wt avec l’inhibiteur du lysosome, celui de la CTSD ou 
avec l’inhibiteur d’autres cathepsines et avons mesuré l’accumulation et 
l’internalisation de l’APP à la membrane (Fig.52). Le traitement à la bafilomycine a 
entraîné une accumulation d’APP attendu. En effet, la bafilomycine est un inhibiteur 
des pompes à protons vacuolaires empêchant l’acidification des vésicules, cette 
inhibition du lysosome et donc de la voie de dégradation de l’APP ainsi que de la 
voie amyloïdogène conduit à une accumulation de l’APP dans ces vésicules 
(Vingtdeux et al. 2007a et 2007b). Cependant, la sur-expression d’ADAM30wt dans 
ces cellules n’a pas modifié cette accumulation. En revanche, le traitement des 
cellules à la Pepstatine génère moins d’accumulation d’APP au sein du lysosome 
mais la sur-expression d’ADAM30wt entraine une nette augmentation de cette 
accumulation. Ceci suggère donc que la dégradation/accumulation d’APP dans la 
cellule est en partie dépendante d’ADAM30 et de l’activité de la CTSD. Cette voie de 
dégradation endosome/lysosome est extrêmement importante pour l’APP tant pour 
sa dégradation que pour la voie amyloïdogène. Il existe dans la partie C-terminale de 
l’APP plusieurs séquences consensus gérant l’adressage de l’APP à la membrane 
ou dans différents compartiments cellulaires (Fig.53) (Lai et al. 1995 ; Kouchi et al. 
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1998 ; Kouchi et al. 1999). Ainsi l’APP possède une séquence consensus 
d’adressage au lysosome dans ses 8 derniers acides aminés C-terminaux (Lai et al. 
1995, Braulke et Bonifacino, 2009). En effectuant une délétion de ces 8 derniers 
acides aminés, nous avons pu constater une perte de l’effet d’ADAM30 sur le 
métabolisme de l’APP (Fig.54). Or cette séquence de 8 acides aminés contient 
plusieurs séquences consensus. Nous avons donc muté la séquence d’adressage au 
lysosome et avons observé les mêmes effets que lors de la délétion totale des 8 
derniers acides aminés (Fig.55). Ces résultats semblent donc confirmer que la 
séquence d’adressage au lysosome est essentielle quant à l’action d’ADAM30 sur le 
métabolisme de l’APP. Toutes ces informations obtenues convergent vers 
l’établissement d’un nouvel axe pour le métabolisme de l’APP faisant intervenir 
l’adressage de l’APP au lysosome, une activation de la CTSD dépendante 
d’ADAM30 et une dégradation de l’APP. 
 
3.B. IRS4, élément clé de l’action d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP ? 
Le métabolisme de l’APP est complexe et la production/dégradation des 
produits du métabolisme de l’APP fait intervenir différents processus interagissant 
entre eux dans lesquels le rôle d’ADAM30 est difficile à appréhender. C’est pourquoi 
nous avons commencé à investiguer d’autres substrats d’ADAM30 potentiellement 
impliqués dans le métabolisme de l’APP. En plus d’être en tête de liste des substrats 
potentiels d’ADAM30 obtenus par la technique du COFRADIC-SILAC (Tab.6), IRS4 
est un élément de la voie de la signalisation de l’insuline, voie connue pour être 
impliquée (de part son récepteur à l’insuline) dans la modulation du métabolisme de 
l’APP (Killick et al. 2009). Enfin, une étude GWA récemment effectuée sur le diabète 
de type 2 a identifié le gène d’ADAM30 comme potentiellement associé avec le 
diabète de type 2 (Ho et al. 2013) or, de plus en plus de données font converger 
diabète et maladie d’Alzheimer (Merlo et al. 2010, Talbot et al.2012). 
IRS4 fait partie de la famille des substrats du récepteur à l’insuline (Fig.38). 
Cette famille contient actuellement 6 membres connus (IRS1, IRS2, IRS3, IRS4, 
IRS5 ou DOK4 et IRS6 ou DOK5) dont IRS1 et IRS2 sont les membres les plus 
importants pour le métabolisme glucidique (Cai et al 2003). Toutes les IRS ont en 
commun d’être phosphorylées et activées par une tyrosine kinase, le récepteur à 
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l’insuline. Enfin, si IRS1 et IRS2 sont largement exprimées dans la quasi totalité des 
tissus humains, l’expression d’IRS4 est retrouvée principalement dans le cerveau 
(hypothalamus), le rein, le foie… mais de manière beaucoup plus faible (Fantin et al. 
1999). Il existe une lignée cellulaire ayant physiologiquement une expression élevée 
d’IRS4 : les cellules HEK293 (Lavan et al. 1997, Fantin et al. 1998). C’est pourquoi 
nos travaux sur IRS4 ont débuté sur notre lignée HEK293-APP695wt.  
Peu de données étant disponibles sur IRS4 et son implication dans le 
métabolisme de l’APP, nous avons surexprimé cette protéine dans nos cellules 
HEK293-APP695wt et nous avons pu constater une augmentation de production des 
métabolites de l’APP (Fig.56). IRS4 est une protéine cytoplasmique proche de la 
membrane plasmique et pourrait donc favoriser la stabilisation de l’APP à la 
membrane conduisant ainsi à une augmentation du métabolisme de l’APP en limitant 
la dégradation de l’excès d’APP. Il se pourrait donc qu’IRS4 ait un effet antagoniste à 
celui d’ADAM30. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons également surexprimé 
ADAM30wt/mut dans nos cellules HEK293-APP695wt surexprimant IRS4. Nous avons 
alors observé que l’effet d’IRS4 sur le métabolisme de l’APP est diminué par la sur-
expression d’ADAM30wt uniquement (Fig.57). Il semblerait donc que le domaine 
catalytique d’ADAM30 soit nécessaire pour obtenir cet effet. Nous en avons alors 
déduit qu’ADAM30 pouvait potentiellement cliver IRS4 et ainsi limiter l’accumulation 
d’APP à la membrane. Grâce à la technique du COFRADIC-SILAC nous avons pu 
obtenir le site de coupure potentiel d’ADAM30 sur l’IRS4. En surexprimant IRS4 dont 
ce site avait été muté, nous avons pu observer que cette mutation ne modifiait pas 
son effet sur le métabolisme de l’APP (Fig.57). Cependant en surexprimant 
ADAM30wt, nous n’avons plus observé de diminution de l’effet d’IRS4 sur le 
métabolisme de l’APP. Il semblerait donc que cette séquence de coupure soit 
importante pour qu’ADAM30 limite l’effet d’IRS4 par clivage. De façon intéressante, 
si nous avons pu observer une colocalisation de l’APP et d’IRS4 par 
immunofluorescence et PLA, nous n’avons pas pu confirmer une interaction directe 
par immunoprécipitation (Fig.58 et 59). Ces résultats restent préliminaires et il est 
possible que ces immunoprécipitations soient faussées ou que l’interaction soit trop 
labile pour qu’on puisse la détecter. Néanmoins, la littérature nous indique qu’IRS4 
est un intermédiaire dans la voie de signalisation de l’insuline. Elle interagit avec 
d’autres protéines transductrices du signal comme Grb2 et PI3K (Fig.38) (Fantin et 
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al, 1999, Karas et al. 2001, Hinsby et al. 2004). Il est donc possible qu’IRS4 puisse 
interagir avec l’APP de manière indirecte via l’une de ces protéines. Puisque la partie 
C-terminale de l’APP contient la grande majorité des séquences consensus 
d’interaction de l’APP avec d’autres protéines, nous avons voulu savoir si la sur-
expression d’IRS4 en présence d’un APP dont les 8 derniers acides aminés ont été 
délétés ou dont les séquences consensus ont été mutées modifiait la colocalisation 
observée précédemment par immunofluorescence et PLA (Fig.60). Nous avons pu 
observer que seule la sur-expression de l’APPΔC8 provoquait une diminution de la 
colocalisation avec IRS4. Or dans la partie C-terminale de l’APP, les résidus  
thréonine et tyrosine (en position 668 et 682) phosphorylables intervenant dans la 
régulation de l’APP sont présents et la séquence 682YENPTY687 est connue pour 
interagir avec de nombreuses protéines appartenant à des voies de signalisation 
comme Grb2 (Karas et al. 2001, Nizzari et al. 2007, Barbagallo et al. 2010). D’ailleurs 
il a été montré que l’interaction de Grb2 avec l’APP est augmentée dans les 
cerveaux de cas Alzheimer (Russo et al. 2002). Nous avons alors émis l’hypothèse 
que Grb2 pourrait être le facteur manquant entre IRS4 et l’APP. Récemment nous 
avons réalisé une mutation de la tyrosine 682 de l’APP. Les souris surexprimant d’un 
APPY682G présentent une large redistribution du métabolisme de l’APP en 
défavorisant la voie amyloïdogène au profit de la voie non-amyloïdogène (Barbagello 
et al. 2010). Dans nos cellules, cette mutation a eu pour conséquence une diminution 
marquée de la colocalisation observée entre l’APP et IRS4 par immunofluorescence 
et PLA. Bien que de nombreux travaux soient encore nécessaires pour établir un 
véritable lien entre l’APP, IRS4 et ADAM30, nous pouvons émettre l’hypothèse d’une 
interaction indirecte entre IRS4 et l’APP via Grb2 favorisant l’ancrage de l’APP à la 
membrane, cette interaction serait limitée par ADAM30 en clivant IRS4.  
 
4. Conclusion 
Notre approche multidisciplinaire nous a permis d’établir qu’ADAM30 est un 
nouvel acteur du métabolisme de l’APP que ce soit chez l’Homme, dans nos 
modèles cellulaires où dans notre modèle murin. Il est cependant encore difficile de 
déterminer toute l’étendue de l’interaction d’ADAM30 avec le métabolisme de l’APP. 
Le métabolisme de l’APP repose sur un principe d’équilibre entre production et 
 
 
- 181 - 
 
dégradation (Fig.61). En effet, après maturation au niveau de l’appareil de Golgi, 
l’APP est acheminé à la surface cellulaire où il entre en partie dans la voie non-
amyloïdogène. L’autre partie est endocytée dans la voie endosome/lysosome où les 
β et γ-sécrétases métabolisent l’APP en peptide amyloïde. Les endosomes précoces 
et tardifs de cette voie peuvent aussi être renvoyés à la membrane libérant ainsi les 
APPs-β et les peptides amyloïdes. L’APP peut aussi être directement acheminé 
avant d’arriver à la membrane plasmique où avant d’entrer dans les voies 
amyloïdogène ou non amyloïdogène et ainsi entrer dans la voie endosome/lysosome 
où il va être directement dégradé. Ce mécanisme physiologique limite l’accès de 
l’APP à son métabolisme classique et donc évite son emballement (emballement 
conduisant à une augmentation de production de peptides amyloïdes et donc 
progressivement à la maladie d’Alzheimer). La comparaison de nos données 
obtenues sur ADAM30 avec ce mécanisme suggère fortement qu’ADAM30 puisse 
être impliquée dans un processus compétitif qui maintiendrait l’équilibre entre 
recyclage de l’APP vers la membrane (et donc vers son métabolisme) et la 
dégradation de l’APP au sein du lysosome (Fig.61). Il est cependant aussi possible 
qu’ADAM30 puisse directement favoriser l’acheminement de l’APP vers la voie 
endosome/lysosome pour une dégradation directe (Lorenzen et al. 2010) mais cette 
possibilité est limitée par le fait que nous n’ayons pas observé de diminution de 
l’internalisation de l’APP suite à la sur-expression d’ADAM30. Nous avons pu 
montrer qu’ADAM30 est un nouvel élément clé du métabolisme de l’APP impliquant 
la dégradation de l’APP via un adressage spécifique vers le lysosome, dégradation 
favorisée par l’activation ciblée de la CTSD par ADAM30. De ce fait, ADAM30 
réduirait l’accessibilité de l’APP vers les différentes sécrétases conduisant ainsi à 
une diminution de production de tous les produits du métabolisme de l’APP, ce que 
nous avons pu confirmer dans nos modèles cellulaires et animaux.  
Nos travaux effectués mettent donc en lumière une potentielle nouvelle voie 
de contrôle du pool des protéines substrats de la CTSD par une activation ciblée de 
cette protéase par ADAM30. Cela sous entend qu’il existe probablement des 
mécanismes non découverts incluant d’autres substrats d’ADAM30 pouvant 
expliquer cette spécificité d’action. Aussi nos travaux préliminaires menés sur IRS4 
suivent cette logique. Bien qu’il soit prématuré d’établir un lien direct entre IRS4, 
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ADAM30 et l’APP, il se pourrait que ce mécanisme participe à cette « spécificité » 
d’action d’ADAM30 pour le métabolisme de l’APP. 
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Figure 61. Schéma bilan de l’hypothèse de l’implication d’ADAM30 dans la régulation 
du métabolisme de l’APP. ADAM30 augmente l’activité de la CTSD favorisant ainsi la dégradation 
de l’APP au sein du lysosome. Ceci pourrait limiter le recyclage de l’APP vers la membr ane et donc 
l’entrée dans son métabolisme. Au final cela contribuerait à une réduction de la production et au 
relargage des peptides amyloïdes. ADAM30 pourrait aussi favoriser un acheminement direct de l’APP 
vers la voie de dégradation endosome/lysosome.  
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5. Perspectives de recherches 
 
Terminer la caractérisation de la relation ADAM30-CTSD dans le modèle animal 
Nous travaillons actuellement sur la mise en évidence par Western Blot de 
l’expression d’ADAM30 dans nos lignées de souris la sur-exprimant. Il est aussi 
nécessaire de valider le clivage et l’activation de la CTSD par ADAM30 par Western 
Blot. Pour cela, nous avons choisi pour des raisons techniques d’effectuer nos 
travaux non pas sur des extraits de tissus cérébraux comme c’est le cas pour la 
mesure de l’ativité de la CTSD mais sur des cultures de neurones adultes issus de 
nos souris agées de 10mois.  
Continuer la caractérisation de notre modèle animal 
Nous envisageons d’adopter une approche plus longitudinale en mesurant nos 
différents paramètres à 6 et à 10mois. Ceci nous permettrait de savoir si la sur-
expression d’ADAM30 a un effet protecteur contre l’accumulation progressive des 
peptides amyloïdes et limite l’apparition des symptomes observés chez les souris 
agées de 10mois. Il serait notamment intéressant de mesurer par RT-qPCR et 
Western Blot les différents marqueurs de l’inflammation comme les interleukines (Il-1, 
Il-10) ou le TNF-α.  
Nous allons également réaliser différents tests comportementaux afin de 
mesurer l’impact d’ADAM30 sur l’aspect cognitif de la pathologie amyloïde. Dans un 
premier temps un test simple sera mis en place : le test de nidification ou Nesting 
(Deacon et al. 2007, Filali et Lalonde, 2009). Ce test consiste à déposer dans la cage 
de l’animal à étudier un carré de ouate de cellulose durant la nuit. La souris est un 
animal dont la phase principale d’activité est nocturne. La souris confectionne un nid 
avec cette ouate de cellulose ce qui correspond à un comportement « normal » de 
protection de l’animal. Ce test comportemental n’est pas un test de mémoire mais 
permet d’analyser le bien-être animal. Ce test est subjectif puisque la forme du nid 
est notée sur une échelle de 1 à 5, 5 étant un nid terminé et couvrant totalement ou 
partiellement la souris et 1 un carré de ouate non déchiqueté. Bien que simple et 
subjectif, ce test présente de nombreux avantages en comparaison avec d’autres 
tests comportementaux plus classiques. Ainsi, ce test est réalisé durant la nuit, 
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meilleure période d’activité des souris. Les souris ne sont ni manipulées ni installées 
dans un environnement radicalement différent de leur hébergement (les cages 
utilisées pour le test sont similaires aux cages d’hébergements). Enfin, ce test ce 
passe en l’absence d’expérimentateurs réduisant ainsi les biais liés au stress 
générés par la présence humaine. Nous allons également mettre en place deux 
autres tests de comportement plus objectifs basés sur l’analyse de la mémoire des 
animaux. Le test de reconnaissance d’objet et le test du Barnes Maze seront ainsi 
développés.  
Approfondir la caractérisation du lien entre IRS4, l’APP et ADAM30 
Nous avons pu mesurer l’expression de différentes IRS dans le cortex de nos 
différentes lignées de souris et avons constaté que l’expression d’IRS4 est très 
faible. Ce résultat est attendu puisque l’expression d’IRS4 est très faible et la zone 
d’expression la plus élevée se situe au niveau de l’hypothalamus (Fantin et al. 1999). 
L’hypothalamus est une région cérébrale centrale pour la régulation de nombreux 
métabolisme comme par exemple la prise alimentaire. C’est pourquoi nous allons 
prélever l’hypothalamus. Ceci nous permettra de mesurer les variations de 
l’expression d’IRS4 en fonction de nos différentes lignées de souris, mais aussi de 
voir si ADAM30 (exprimée majoritairement au niveau de l’hippocampe) conserve 
aussi son effet au niveau de l’hypothalamus.  
Puisque nos résultats en biologie cellulaire semblent potentiellement indiquer 
un lien entre ADAM30, l’APP et IRS4, qu’il existe un différentiel de poids entre nos 
lignées de souris et que de nombreuses études semblent faire converger diabète (ou 
tout du moins métabolisme de l’insuline) et maladie d’Alzheimer, nous allons 
développer un protocole basé sur un régime riche en acide gras ou High Fat Diet et 
analyser ainsi l’impact sur le métabolisme de l’APP et IRS4. 
Une des limites de notre étude est l’utilisation de cellules HEK293 pour 
effectuer nos expérimentations sur IRS4. Ce modèle cellulaire possède de nombreux 
avantages dont celui d’exprimer fortement IRS4 mais n’est pas un modèle neuronal 
et n’est donc pas un modèle véritablement idéal pour travailler sur la maladie 
d’Alzheimer. C’est pourquoi nous souhaitons répliquer nos différentes expériences 
menées sur IRS4 dans notre second modèle cellulaire : les cellules issues de 
neuroblastome humain SKNSH-SY5Y. 
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Bien qu’un lien entre APP, IRS4 et ADAM30 semble se dessiner dans notre 
modèle cellulaire HEK293, nous avons pu montrer qu’ADAM30 n’est pas localisée au 
niveau de la membrane plasmique. Il se pourrait donc qu’ADAM30 réduise l’accès 
d’IRS4 à la membrane en la clivant au niveau de la voie de sécrétion ou dans 
l’appareil de Golgi. Pour vérifier cette hypothèse nous devons établir s’il existe une 
interaction directe entre ADAM30 et IRS4 et où se situe une telle interaction grâce 
notamment au PLA entre ADAM30 et IRS4 et la présence de marqueurs des 
différents compartiments de la voie de maturation et de sécrétion des protéines.  
En ce qui concerne l’interaction IRS4-APP, nous avons suffisamment 
d’éléments pour considérer une interaction indirecte entre ces deux protéines. C’est 
pourquoi il est maintenant impératif de déterminer quel est cet intermédiaire. Parmi 
les protéines connues interagissant avec IRS4, Grb2 semble la cible prioritaire 
puisqu’elle interagit aussi avec l’APP via la séquence consensus 682YENPTY687 
(Karas et al. 2001, Nizzari et al. 2007, Barbagallo et al. 2010). Pour cela, nous 
devons mettre au point des immunoprécipitations entre IRS4 et Grb2 ainsi qu’entre 
l’APP et Grb2. Si une telle interaction existe, l’utilisation de notre APPY682A devrait 
entraîner une perte d’interaction avec Grb2 observable par immunoprécipitation. 
Nous avions déjà observé une baisse d’interaction entre l’APPY682A et IRS4 par 
immunofluorescence et PLA. Nous pourrons donc réaliser ces mêmes 
immunofluorescences et PLAs mais cette fois ci entre IRS4 et Grb2 puis entre Grb2 
l’APP695wt ou l’APPY682A.  
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membrane et donc l’entrée dans son métabolisme. Au final cela contribuerait à une réduction 
de la production et au relargage des peptides amyloïdes. ADAM30 pourrait aussi favoriser 
un acheminement direct de l’APP vers la voie de dégradation endosome/lysosome. __ - 182 - 
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- Résumé - 
L’accumulation cérébrale progressive de peptides amyloïdes (Aβ) générés à partir du clivage 
du précurseur du peptide amyloïde (APP) par les sécrétases (β et γ) est un mécanisme central de la 
maladie d’Alzheimer. C’est pourquoi, améliorer la compréhension de la régulation et de l’homéostasie 
du métabolisme de l’APP est devenu primordial. Partant de ce constat, nous avons supposé qu’une 
partie de la réponse pourrait être apportée par la caractérisation de nouveaux acteurs du métabolisme 
de l’APP. De part leurs rôles cruciaux dans le cerveau (développement, plasticité et réparations) et 
dans le métabolisme de l’APP (α-sécrétases), les ADAMs sont des protéines d’intérêt dont certaines 
fonctions ou rôles restent à déterminer. Précédemment, par une approche transcriptomique ciblant la 
famille des ADAMs dans des cerveaux de patients et de contrôles, ADAM30 a été retrouvée sous-
exprimée dans le cerveau des patients atteints de la pathologie. Dans deux modèles cellulaires nous 
avions constaté que la sous-expression d’ADAM30 entraînait une augmentation de tous les produits 
du métabolisme de l’APP comme chez les patients. Le résultat opposé a été obtenu lors de la sur-
expression d’ADAM30 dans ces cellules.       
  Pour tenter de répliquer ces résultats dans un modèle plus proche de la 
physiopathologie humaine, nous avons développé un modèle de souris triples transgéniques 
surexprimant l’APP
SweInd
 et ADAM30 de manière conditionnelle. Dans ce modèle nous avons observé 
et mesuré une diminution des dépôts amyloïdes dans le cerveau des souris exprimant ADAM30. Dans 
un second temps puisqu’il avait été montré au laboratoire qu’ADAM30 ne module pas l’activité des 
sécrétases et ne clive pas directement l’APP, nous avons cherché à déterminer les substrats 
d’ADAM30 dans le cadre du métabolisme de l’APP. Par une approche systématique  nous avons pu 
déterminer que la Cathepsine D (CTSD) et l’Insuline Receptor Substrat 4 (IRS4) sont deux substrats 
potentiels d’ADAM30. Dans nos modèles cellulaires et de souris, nous avons pu constater 
qu’ADAM30 est capable de cliver et d’activer la CTSD. L’activité de la CTSD semble nécessaire pour 
l’action d’ADAM30 sur le métabolisme de l’APP. Nous avons pu déterminer que l’action spécifique 
d’ADAM30 pour la CTSD est dépendante de la séquence d’adressage au lysosome située dans 
l’extrémité C-terminale de l’APP. Comme la CTSD est une protéine Lysosomale, ADAM30 pourrait 
favoriser spécifiquement l’activation de la CTSD augmentant ainsi la dégradation de l’APP au sein de 
la voie endosome/lysosome. Ce mécanisme limiterait l’entrée de l’APP dans son métabolisme et donc 
la production de peptides amyloïdes. Afin de mieux comprendre la spécificité d’action d’ADAM30 pour 
la CTSD et l’APP, nous avons commencé à travailler sur le rôle potentiel d’IRS4 et la relation entre la 
voie de signalisation de l’Insuline et le métabolisme de l’APP.  Nos travaux nous ont donc permis de 
mettre en évidence un nouvel acteur du métabolisme de l’APP, ADAM30, intervenant dans la 
régulation et la dégradation de ce dernier et ainsi d’améliorer notre compréhension des mécanismes 
de régulations fins impliqués dans le processus physiopathologique de la maladie d’Alzheimer. 
 
 
